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 Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar a atividade moduladora 
da restrição e privação de sono paradoxal no processo de carcinogênese bucal 
induzida pela 4-Nitroquinolina 1-óxido utilizando as proteínas envolvidas no 
processo da apoptose, do ciclo celular, e inflamação por meio da análise 
imunoistoquímica em modelo experimental utilizando 4NQO. Material e 
métodos: Ratos Wistar machos foram distribuídos em 6 grupos de 10 animais 
cada, por um período de 4 e 12 semanas de tratamento com 4NQO. Para o 
período de 4 semanas, 3 grupos foram formados, sendo que um grupo os 
animais foram submetidos à privação de sono, outro submetidos à restrição de 
sono e por último, o grupo controle. A mesma divisão foi feita para o período de 
12 semanas. Resultados: Os grupos de 4 semanas não apresentaram 
alterações histológicas, já no período de 12 semanas, os grupos apresentaram  
hiperplasia, hiperqueratose e displasia epitelial. No período de 4 semanas, 
quando comparamos a expressão das proteínas do grupo controle com o grupo 
que foi submetido à restrição de sono, observamos que as expressões da 
proteína p53 e Bcl-2 apresentaram diferenças estatisticamente significantivas;, 
já no período de 12 semanas, essa diferença foi observada entre as proteínas 
p53, Bcl-2, Bax e p16ink4a. Quando houve comparação do grupo controle com o 
grupo de animais que foram submetidos à privação de sono, na 4a semana, 
houve resultados significativos entre as proteínas p53 e Bcl-2, já na 12a  
semana, as proteínas p53, Bax e p16ink4a mostraram resultados 
estatisticamente significantivos. Conclusão: A partir dos resultados 




interferiram na expressão das proteínas relacionadas a apoptose e ciclo celular 
na mucosa bucal de ratos seguindo a carcinogenese.  




 A cada ano, a Sociedade Americana de Câncer estima novos casos de 
câncer e óbitos que ocorrem no país, compilando dados recentes relativos à 
incidência do câncer, mortalidade e sobrevivência. Atualmente, 1 em cada 4 
mortes nos Estados Unidos é devido ao câncer. O câncer oral e de faringe, nos 
homens, atinge o 8º lugar no ranking de incidências (1). No Brasil, a estimativa 
para o ano de 2014 do câncer oral será uma das mais altas do mundo, estando 
entre os cinco tipos mais frequentes nos homens e o décimo segundo mais 
comum nas mulheres (2). O prognóstico de pacientes com câncer na cavidade 
oral depende da área comprometida bem como do estadiamento do sistema 
TNM (Classificação dos Tumores Malignos). As lesões situadas nas porções 
mais anteriores e as lesões iniciais (I-II) possuem um prognóstico melhor em 
comparação com as lesões avançadas (III-IV) (3-4). 
 Dentre os tipos de cânceres de boca, o carcinoma de células escamosas 
representa aproximadamente 90% das neoplasias malignas e 38% dos tumores 
malignos de cabeça e pescoço (5-6). Os principais fatores associados ao aumento 
do risco para o desenvolvimento do câncer de boca são o hábito de fumar e o 
consumo de bebidas alcoólicas, principalmente aquelas de alto teor  (7-8). Além 
do cigarro e do álcool, dietas pobres em frutas e vegetais, agentes biológicos 
tais como o papiloma vírus humano (HPV), particularmente os tipos 16 e 18,  
irritação mecânica crônica, radiações, fatores ocupacionais (asbesto e níquel) e 
má higiene bucal podem, também ocasionar alterações que tornam a mucosa 








 O sono é uma manifestação biológica na qual há uma alternância 
periódica entre a atividade elétrica cerebral sincronizada e dessincronizada. 
Embora o sono ocupe aproximadamente um terço da vida do ser humano, esse 
período vem diminuindo consideravelmente nas últimas décadas (11-12). De fato, 
inúmeras funções relacionadas ao sono têm sido demonstradas a partir de 
alterações fisiológicas do organismo sujeito à falta de sono crônica ou aguda (13-
15). O sono é dividido em duas fases distintas, bem caracterizadas: o sono de 
ondas lentas e o sono com movimento rápido dos olhos, conhecido também 
como REM ou sono paradoxal (SP), termo preferencialmente usado no sono de 
animais (16).  Na literatura, encontra-se documentada uma ampla variedade de 
efeitos negativos da privação/restrição de sono por diferentes períodos (17-18). Em 
humanos, períodos de privação de sono resultaram em déficit cognitivo, 
variações de humor, alterações metabólicas, comportamentais e cerebrais (13-14, 
19-20). Em ratos, a privação de sono por algumas semanas levou à síndrome 
caracterizada pelo aumento de ingestão de alimentos, perda de peso, perda 
excessiva de energia e declínio progressivo da temperatura corporal e, em 
última instância, ao óbito (21). 
 A falta de sono é, sem dúvida, uma das consequências da vida moderna 
gerando um estresse significativo para o organismo (22). Estudos recentes 
conduzidos pelo nosso grupo demonstraram que a privação/restrição de sono é 
capaz de desencadear lesões genéticas em células de sangue periférico e 
cerebrais, tanto em ratos como camundongos (23-25). Visto que alterações 
genéticas são mandatárias para deflagrar lesões no DNA, foi de grande 
interesse verificar os efeitos da restrição/privação de sono durante o processo de 














2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Câncer oral  
 
 O câncer oral permanece como uma das doenças bucais mais graves do 
mundo moderno. Globalmente, é o sexto câncer mais comum (1, 26) e, sua 
incidência é maior em regiões onde há uso excessivo do tabaco, na forma de 
mastigação ou fumo com ou sem consumo de álcool. Sua distribuição varia de 
acordo com a idade, grupo étnico, cultura, qualidade de vida bem como nível de 
desenvolvimento do país (1, 27-28).  No Brasil, Segundo o Instituto Nacional do 
Câncer (2), em 2012 a estimativa de casos foi de 14.170 sendo 9.990 entre 
homens e 4.180 entre mulheres; a mortalidade em 2010 chegou a 4.891, sendo 
3.882 entre homens e 1.009 entre mulheres (2). 
 O câncer bucal compreende lesões malignas da região de lábio e 
cavidade oral propriamente dita, ou seja, mucosa bucal, gengivas, palato duro, 
língua e assoalho da boca, e a lesão maligna mais comum na cavidade oral é o 
carcinoma de células escamosas (CCE) (29). O sítio mais comum para o 
carcinoma intraoral é a língua, que compreende cerca de 40% de todos os 
casos, acometendo mais frequentemente a borda póstero-lateral e superfície 
ventral. O assoalho bucal é a segunda localização mais comum para este tipo de 
câncer. Mucosa gengival, labial e palato duro são os sítios menos comum de 
ocorrência (30). 
 Muitos são os fatores responsáveis pelo desencadeamento do câncer de 
boca (7, 31). O fumo (32) e o álcool (8) são importantes fatores de risco para o 






juntos possuem um efeito sinérgico e aumentam consideravelmente o risco da 
doença quando em quantidade elevada (33-34). 
 Além disso, vários pesquisadores reportaram um componente familiar 
ligado ao processo do câncer oral. O risco para parentes de primeiro grau de 
pacientes que tiveram câncer de boca variam de 1.1 (35) a 3.8 (36), embora alguns 
desses cânceres referem-se não somente aos de boca, mas também os de 
cabeça e pescoço de uma forma geral. No caso do câncer oral, agregação 
familiar, possivelmente com um gene autossômico dominante de herança, é 
observada numa pequena percentagem de pacientes acometidos pela doença 
(37). 
 Papiloma vírus humano (HPV), particularmente os subtipos 16 e 18, são 
considerados como fatores biológicos do câncer oral, entre pessoas que não se 
encontram no grupo de risco que fumam ou consomem álcool (38). Além desses 
fatores, existem as lesões orais consideradas pré-malignas, que incluem: 
leucoplasias, eritroplasias, estomatite nicotínica e líquen plano (39). A definição 
de leucoplasia foi, nos últimos anos, tema frequente entre os pesquisadores da 
área. A Organização Mundial da Saúde define leucoplasia como uma placa 
branca que não pode ser caracterizada clínica ou patologicamente como 
qualquer outra doença, portanto, deve ser usada apenas como um termo clínico, 
não sendo utilizada como um diagnóstico microscópico e sim como um 
parâmetro clínico de exclusão. De definição similar, o termo eritroplasia refere-se 
a uma placa avermelhada que não pode ser definida clinica ou patologicamente 
como qualquer outra condição (40). No entanto, as lesões devem ser sempre 






 Determinadas mutações genéticas produzem mudanças fenotípicas que 
são detectáveis clinicamente nas lesões orais. Vários fatores como localização, 
aparência clínica, presença de displasia estão associados com o risco da 
progressão da doença. O achado histológico de displasia está fortemente 
associado com aumento na taxa do desenvolvimento de um câncer invasivo, 
porém, nem toda lesão displásica evolui para a malignidade, pois os 
mecanismos envolvidos na transformação maligna ainda precisam ser melhor 
investigados (41-42), 
 Diante disso, buscar respostas nos mecanismos moleculares que 
envolvam a carcinogênese bucal quando associada a outros fatores é essencial 
para compreender o processo patológico e identificar, possivelmente, novos 
tratamentos ou aplicações dentro da pesquisa clínica. Para isso, a aplicação de 
modelos experimentais é uma alternativa utilizada por grupos de pesquisa com o 
objetivo de alcançar novas informações sobre o câncer em curtos períodos de 
tempo e com menor custo (43-48). 
2.2.  Carcinogênese 
  
 A carcinogênese é um processo complexo que envolve um acúmulo de 
mudanças genéticas dentro da célula e pode ser dividido em 4 estágios: 
iniciação, promoção/conversão maligna, progressão e manifestação do tumor (49-
50). O processo da carcinogênese oral acontece quando o epitélio de células 
escamosas é afetado por inúmeras alterações genéticas (50). O processo 
necessita de uma conversão maligna de células benignas hiperplásicas para um 






  Há alguns anos, o processo de iniciação do tumor indicava que 
mudanças iniciais  eram consideradas mutações. Contudo, novas pesquisas de 
estudos moleculares de amostras de pulmão e cólon humanos pré-neoplásicos 
indicaram mudanças epigenéticas como um evento inicial na carcinogênese (52-
53). Para mutações se acumularem, os eventos epigenéticos devem surgir em 
células que proliferam e sobrevivem durante sua vida útil no organismo. Por 
exemplo, um carcinogéno químico causa um erro genético pela modificação da 
estrutura molecular do DNA levando a uma mutação durante sua síntese (54). 
 A promoção tumoral compreende a expansão clonal de células que 
passou pela iniciação. Uma vez que a taxa de acúmulo de mutações é 
diretamente proporcional à taxa de divisão celular, ou, ao menos, a taxa na qual 
as células tronco são substituídas, a expansão clonal de células iniciadas produz 
uma população em massa de células mutadas e, consequentemente à 
conversão maligna (51, 55). 
 A menor probabilidade de conversão maligna da célula pode aumentar 
substancialmente pela exposição aos agentes promotores do tumor que 
promovem o dano no DNA (56), cuja ação reside na ativação de protooncogenes 
bem como a inativação dos genes supressores  tumorais (51). 
 Perda de função dos genes supressores de tumor frequentemente 
envolve mutações em um alelo e perda do segundo por deleção, evento 
recombinante ou não disjunção cromossômica, conferindo às células um 
potencial de crescimento e capacidade de invasão regional para, finalmente, 
ocasionar a metástase. O acúmulo dessas mutações e não a ordem ou estágio 
da carcinogênese no qual elas ocorrem, parece ser o fator determinante para 






 Na fase de progressão, a neoplasia já se expressa fenotipicamente e já 
existe a tendência das células malignas adquirirem características mais 
agressivas e com alta proliferação celular, inclusive com a habilidade de 
secretarem proteases que permitem a invasão celular além dos limites primários 
do tumor, caracterizando assim a metástase (59). 
 Na carcinogênese oral, além do modelo experimental utilizando o DMBA 
(dimetilbenzatraceno), hidrocarboneto aromático policíclico com potencial 
cancerígeno bem estabelecido (44, 60), o 4-nitroquinolina 1-óxido (4NQO) é muito 
utilizado para investigar e identificar agentes quimiopreventivos, uma vez que o 
sítio mais comum do câncer de boca é a língua (61). 
 O 4-NQO é um carcinógeno sintético solúvel em água, derivado da 
quinolina, primeiramente testado em pele por Nakahara et al. em 1957 (62). A 
ação carcinogênica do 4-NQO é iniciada com a redução de seu grupo nitroso 
formando a 4-hidroxiaminoquinolina (4-HAQO). A 4-HAQO pode ser, 
posteriormente, metabolizada e acetilada pela seril-tRNA sintetase para formar o 
complexo enzimático seril-AMP, na qual ocorre a formação da 4-
acetoxiaminoquinolina-1-óxido (Ac-4HAQO), que participa da formação de 
adutos covalente com guanina e adenina no DNA (61, 63). 
 Mutações causadas por estes adutos resultam na substituição específica 
de pares de bases (64). Caso estas bases modificadas não sejam 
apropriadamente reparadas, a mutação é incorporada ao genoma, 
caracterizando a primeira fase da carcinogênese (65). 
 O 4-NQO também exerce potente estresse oxidativo intracelular e seus 
produtos metabólicos são conhecidos como espécies reativas do oxigênio 






se ligar à molécula de DNA, especialmente aos resíduos de adenina e guanina. 
Tal processo parece ser similar ao que acontece com outros tipos de 
cancerígenos encontrados no tabaco, que é um dos maiores fatores de risco 
relacionado com o câncer oral (61). 
 O 4NQO pode sofrer uma reação redox, processo em que ocorre redução 
de elétrons do composto inicial, seguida por auto-oxidação na presença de 
oxigênio molecular. O oxigênio é reduzido a um íon de superóxido que pode 
também levar a formação de EROs. Os radicais são intermediários na redução 
enzimática destes compostos para aminas hidroxilas ou aminas (61), as quais 
induzem o estresse celular oxidativo, também atuando na molécula de DNA, 
levando a mutações e quebras da mesma (63). Todas estas alterações genéticas 
são similares às provocadas pelos cancerígenos presentes no tabaco (61, 67).  
 A administração do 4NQO dissolvido em água é considerada entre os 
pesquisadores um método simples e rápido para alcançar as fases pré-
estabelecidas do processo de carcinogênese semelhantes àquelas observadas 
na cavidade bucal em seres humanos (46-48, 68). Esta indução induz à 
carcinogênese temporal, conferindo na mesma região da cavidade oral a 
presença de múltiplas lesões displásicas e pré-neoplásicas (69). 
 Nosso grupo de pesquisa vem utilizando, com sucesso, o 4NQO em 
mucosa bucal de ratos (45, 47-48, 70-71) para indução do câncer de língua em ratos 
(72-73). Este modelo experimental também é adotado por muitos grupos de 
pesquisa para identificação das alterações que precedem a tumorigênese (43, 61, 
63).  








 Em média, passamos um terço das nossas vidas dormindo (74).  O sono é 
um processo ativo, ligado funcionalmente à vigília que se denomina ciclo de 
vigília-sono. Nele, há o controle de diversos mecanismos para os inúmeros 
níveis de organização biológica: de genes e mecanismos intracelulares que 
conectam populações celulares a todos os sistemas neuronais, como controle de 
movimento, funções autônomas, comportamentais e de cognição (11).  
 O sono não é um processo homogêneo e vem sendo investigado por meio 
de exame de polissonografia (PSG), que constitui no registro de múltiplas 
variáveis fisiológicas e de fenômenos que ocorrem durante o sono com o uso do 
Eletroencefalograma (EEG), eletromiograma de mento (EMG), movimento dos 
membros inferiores, fluxo aéreo nasal e bucal, movimentos respiratórios, 
saturação da oxi-hemoglobina, eletrocardiograma entre outras análises. O 
exame de PSG é, atualmente, um dos métodos mais utilizados para diagnósticos 
dos distúrbios do sono (11).  
 Durante o sono normal, há uma alternância cíclica de estágios, que 
compreende duas categorias: o sono de ondas lentas ou não-REM (SOL ou 
NREM) e o sono REM. A sincronização-dessincronização das ondas que são 
observadas no EEG durante sono NREM-REM e da vigília é consequência da 
atividade neural nos circuitos tálamo-corticais (núcleos reticulares do tálamo e 
córtex cerebral) decorrentes da interação entre os núcleos monoaminérgicos e 






 O sono NREM é caracterizado pela presença de ondas sincronizadas no 
eletroencefalograma (EEG) e possui 4 estágios (1, 2, 3 e 4, sendo o 3 e o 4 ao 
sono de ondas lenta ou sono delta) (16, 76). 
 O sono de movimento rápido dos olhos (REM - Rapid Eye Movement), 
que nos animais é denominado de sono paradoxal (SP), caracteriza-se como 
ondas dessincronizadas (observadas no EEG) e de baixa amplitude (16, 77). 
 Durante o período do sono, em seres humanos, normalmente ocorrem de 
4 a 6 ciclos bifásicos com duração de 90 a 100 minutos cada, sendo cada um 
dos ciclos composto pelas fases do sono NREM, com duração de 45 a 84 
minutos e pela fase do sono REM, que dura de 5 a 45 minutos (78-79). 
 O hormônio da glândula pineal, a melatonina, está envolvido na regulação 
do ciclo circadiano, no processo do sono e da melhora na função imunológica do 
organismo. Derivado da aminoácido triptofano, a melatonina é uma molécula 
indoleamine, encontrada facilmente na natureza (80). A melatonina é sintetizada e 
imediatamente na corrente sanguínea e no fluido cérebro espinhal pela glândula 
pineal durante a noite ao passo que durante o dia sua produção é praticamente 
nula (81). A melatonin, secretada durante a noite, fornece informações para todas 
as células, tecidos e órgãos do organismo, sendo um dos mais confiáveis e 
estáveis biomarcador que participam do relógio central biológico. Uma vez que a 
duração da melatonina define a extensão da duração da noite biológica, a 
glândula pineal não apenas atua como um relógio mas também como um 
calendário, fornecendo ao organismo informações sobre mudanças sazonais no 
decorrer do dia (82). Sem dúvida, durante a privação do sono, a fadiga exibe um 
ritmo circadiano que rastreia o ritmo da melatonina. A coincidência da produção 






importante entre esses dois processos (83-84). Em 2005, Davis et al. (2006) 
sugeriram que a disrupção do ritmo circadiano pela privação do sono e a 
supressão da produção noturna de melatonina podem ser o mecanismo chave 
fundamental para a associação entre trabalhadores de turnos noturnos e o 
aumento do câncer entre esses indivíduos (85). 
 Nos modelos experimentais, o mais comumente usado é o rato. Um 
aspecto interessante deste animal como modelo para estudos do sono é que 
eles são dormidores polifásicos (despertares entre os ciclos do sono). Isto cria 
várias questões quando se investiga o sono em modelos murinos. Quando 
comparamos o padrão de sono em ratos e humanos, que são na grande maioria 
dormidores monofásicos, com cerca de 8 horas diretas de sono ininterruptas 
necessárias por dia, os fatores que controlam a profundidade dos episódios do 
sono são similares entre as espécies, porém executados de uma maneira 
diversa (86).  
 Para isso, vários experimentos foram realizados e protocolos foram 
padronizados no intuito de analisar da melhor forma possível e fiel a comparação 
do sono e das suas consequências entre os modelos experimentais e o seres 
humanos (87-89). 
2.4. Privação e restrição de sono e suas consequências 
 
Indubitavelmente, uma boa noite de sono é restauradora e remove a 
sensação de fadiga (e também produz uma melhora nas habilidades cognitivas); 
indivíduos sentem-se prontos para encarar o novo dia (90). Não há dúvida de que 
o sono é imperativo para a manutenção da vida (91). O sono controla os 






molecular, de genes e vias de sinalização a canais de populações celulares além 
de todos os sistemas neuronais incluindo o controle de movimento excitatório, 
funções autônomas, comportamentais e cognitivas (11). No entanto, nas últimas 
décadas, há uma tendência na redução voluntária no tempo em que dormimos 
(92).  
Estudos mostraram inúmeros efeitos comportamentais e fisiológicos 
causados pela insuficiência do sono (13, 93-94). Foram demonstradas inúmeras 
consequências tais como alterações neurocognitivas, prejuízo psicomotor, 
mudanças de humor, redução na qualidade de vida, diminuição da produtividade 
no trabalho, déficit de memória e de prejuízo na tomada de decisões (95-97), 
doenças cardiovasculares (98), aumento do risco de acidentes (99-100) e aumento 
do risco de obesidade (101).  Ademais, parece haver uma ligação entre o sono e o 
sistema imunológico. Pesquisas indicam que a redução no tempo de sono pode 
diminuir a função imunológica do organismo (102-103). 
 Em modelos experimentais, estudos utilizando a privação de sono foram 
conduzidos no intuito de identificar os mecanismos envolvidos na regulação e 
manutenção dos padrões de sono. Ratos submetidos à privação de sono 
paradoxal (PSP), ou perda de sono aguda, possuem inúmeros despertares, 
principalmente durante a fase de sono paradoxal. Por consequência, este 
método de perda de sono mimetiza a fragmentação do sono em função dos 
despertares repetitivos, além de ser uma importante ferramenta para investigar 
os efeitos da perda de sono (104-105). Nos humanos, a privação de sono pode ser 
observada nos trabalhadores de turnos noturnos, pilotos de avião, 






uma vez que, tais indivíduos permanecem acordados durante um período maior 
que 24 horas (13). 
 Outra técnica utilizada nos laboratórios de pesquisa é a restrição de sono 
(RS), ou conhecida também como perda de sono crônica em que há uma perda 
gradual de sono por um longo período, ou seja, o modelo experimental ou o 
indivíduo dorme menos tempo do que o habitual.  A perda de sono crônica é 
frequentemente vivenciada devido a condições médicas, desordens do sono, 
excesso de trabalho, responsabilidades sociais e domésticas e estilo de vida 
(94, 
106).  A restrição de sono altera a arquitetura do sono, porém não afeta todos os 
estágios do sono igualmente. Tal condição vai depender da duração e tempo do 
sono, do número de dias em que o sono está reduzido (107-108). 
 Pesquisadores demonstraram que a privação do sono diminuiu a 
celularidade total da medula óssea e do sangue periférico concomitantemente 
(109). Wright et al. (2004) mostraram uma diminuição da mobilização das células 
natural killer e baixa recuperação na saúde da mulher após uma noite de sono 
ruim (110), e ainda, um estudo revelou que as vias endócrinas e as citocinas estão 
também envolvidas na relação entre o sono e o sistema imunológico (111). Além, 
disso, estudos recentes demonstraram que a privação de sono em 
camundongos promoveu danos genéticos em células sanguíneas (23).  
 A apnéia obstrutiva do sono, uma doença respiratória associada ao sono, 
é caracterizada por episódios repetitivos de completa (apnéia) ou parcial 
(hipopnéia) obstrução do fluxo de ar durante o sono, sendo bem documentada a 
sua contribuição em várias doenças como obesidade, diabetes tipo 2, síndromes 






 Atualmente, acredita-se que a apnéia esteja associada aos estágios da 
formação e progressão de tumores (117-119). A hipóxia pode ser a causa para o 
aumento nos níveis de EROs responsáveis pelo estresse oxidativo (15, 120). O 
fator indutor de hipóxia (HF-1) é um regulador da homeostase do O2 que 
controla múltiplos processos fisiológicos pela regulação de centenas de genes 
(121). Sua forte expressão é correlacionada com mediadores pró-angiogênicos, 
tais como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em células tumorais 
bem como apoptose, glicólise e mediadores do ciclo celular que são essenciais 
para expansão e sobrevivência da população de células malignas em um 
ambiente deficiente de oxigênio (122-125). 
2.5. Biomarcadores para o câncer oral 
 
 Biomarcadores auxiliam na análise para prevenir ou testar novas terapias, 
detectar estágios iniciais da transformação maligna de tecidos, além de revelar 
alterações genéticas e moleculares relacionadas a etapas iniciais, intermediárias 
e finais no processo de carcinogênese (126). Tais biomarcadores refinam a 
habilidade de aumentar o diagnóstico, o tratamento e o prognóstico de 
carcinomas orais (127).  
 O ciclo celular é uma cascata de eventos que permite o crescimento 
celular a partir da duplicação de todos os seus componentes, dividindo a célula 
mãe em duas células-filhas.  Este processo consiste de 4 fases distintas: fase 
G1, fase S, fase G2  e fase M. Tanto a fiel duplicação do DNA em cada célula 
durante a fase S como a migração dos cromossomos duplicados na mitose são 








 Os chamados pontos de checagem (checkpoints) do ciclo celular são as 
vias de transdução de sinal que controlam a conclusão bem sucedida de eventos 
em uma fase do ciclo celular antes de prosseguir com a fase seguinte. Esses 
pontos de checagem do ciclo celular contêm proteínas “sensoriais” que fazem a 
varredura da cromatina do DNA parcialmente replicado, detectam quebras da 
molécula do DNA ou identificam outras anormalidades. Estas proteínas são 
destinadas a traduzir as informações do DNA em sinais bioquímicos que 
modulam especificamente proteínas-alvo e ativam as vias de sinalização 
envolvidas na reparação do DNA e na suspensão do ciclo celular (129). 
 Quando um dano na célula é irreparável, a via de pontos de checagem 
tenta eliminar as células potencialmente malignas pela suspensão permanente 
do ciclo celular ou pela apoptose (128). A relevância fisiológica das vias de 
sinalização é suportada pela sua conservação evolutiva e pela constatação que 
a principal consequência de sua alteração nos humanos é a tumorigênese (129). 
 Importante alvo no ponto de checagem, na transição da fase G1/S, é a 
proteína supressora de tumor p53 (130). O gene humano Tp53 é considerado um 
gene supressor do tumor e está localizado no cromossomo 17 nos humanos e 
nos cromossomo 10 nos roedores (131) e codifica a proteína p53 que regula 
diversas vias de sinalização que controlam o ciclo celular (132). 
 A p53 é expressa quando ocorre agressão ao genoma, sendo, portanto, 
uma das responsáveis pela manutenção e integridade do DNA. Quando a célula 
é exposta à agressão genotóxica por agentes químicos, entre outros, há 
aumento nos níveis de p53, que se combina a fatores de transcrição, impedindo 






do ciclo celular na transição G1/S permite a reparação da lesão do DNA e o 
estabelecimento da integridade do genoma (133). Quando as alterações no DNA 
excedem a capacidade de reparação, é desencadeada a morte celular por 
apoptose. Assim, o gene Tp53 está envolvido no controle da integridade do 
DNA, sendo por isso denominado “guardião do genoma”. Os genes regulados 
pelo p53 estão envolvidos na inibição do ciclo celular e proliferação, na fase G1 
após o dano no DNA, apoptose e no estresse celular endógeno ou exógeno. Por 
outro lado, mutações no gene Tp53 levam à produção de uma proteína alterada, 
sem capacidade de se combinar com o DNA que se acumula no núcleo celular, 
sendo facilmente visualizada pelo método imunoistoquímico (134). 
  Apoptose é a morte celular geneticamente programada envolvida na 
deleção de células em tecidos sadios assim como nos que estão sofrendo algum 
tipo de agressão (135).  
 Dentro das proteínas que participam do processo da apoptose, estão as 
proteínas da família Bcl-2, que se caracterizam por terem propriedades tanto 
anti-apoptóticas (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w) como pró-apoptóticas (Bax, Bak, Bcl-Xs, 
Bad, Bid) (136). O Bcl-2 é um dos genes mais estudados desta família. O 
protooncogene Bcl-2 foi originalmente descoberto através da análise da 
translocação cromossomal t(14;18) associado ao linfoma folicular da célula B 
humana (137). O exato mecanismo de ação do gene Bcl-2 não está totalmente 
definido, porém sabe-se que seu produto é capaz de impedir a liberação do 
citocromo C mitocondrial, bem como de se ligar ao fator ativador de protease 
pró-apoptótico (Apa-1), contribuindo para a sua ação anti-apoptótica (136). A 
expressão da Bcl-2 tem sido associada ao bloqueio da apoptose induzida por 






  A proteína Bax (sintetizada a partir do gene Bax), outro membro da 
família Bcl-2, quando se une à Bcl-2, a partir de uma ligação tipo heterodimérica, 
atua em oposição a este gene, sendo considerado efetor da apoptose (139). 
Assim a expressão positiva de Bax está inversamente associada ao tamanho do 
tumor, da presença de metátases e bom prognóstico, o que torna esta proteína 
um possível indicador de progressão tumoral. Em tecidos tumorais, a distribuição 
da proteína Bax é inversamente relacionada com a da proteína Bcl-2 (140). 
 Além do estudo da expressão desses dois genes isoladamente, a relação 
das proteínas Bcl-2/Bax funciona como um indicador  apoptótico. Isso porque a 
competição entre as proporções via dimerização dessas proteínas antagonistas 
representam um mecanismo regular de morte celular programada, sendo capaz 
de discriminar a extensão de susceptibilidade celular ao processo apoptótico, em 
resposta a um determinado estímulo (141-142). 
 P16 (também conhecido como MTS-1 ou Major Tumor Progressor-1, 
INK4a ou inhibitor for cyclin dependent kinase 4a  e CDKN2a para cyclin 
dependent kinase 2a) é um gene regulador específico da fase G1 do ciclo 
celular. Durante o ciclo celular, há genes que inibem o processo da passagem 
da fase G1 para a fase S, sendo um processo denominado senescência celular, 
sendo a célula incapaz de divisão (143). Os genes supressores do tumor estão 
envolvidos na senescência celular, identificando as mutações e assim 
codificando proteínas que irão impedir a divisão celular e assim levar a célula à 
apoptose (144). O P16INK4a é conhecido como um gene supressor tumoral inibidor 
das ciclinas-quinase 4a, envolvidas na regulação do ciclo celular, sendo uma das 
proteínas mais estudadas nas últimas décadas em função da sua participação 






de tumores (145-147). Este gene codifica uma proteína capaz de inibir a ciclina-
quinase 4, que é responsável pela regulação da fosforilação da proteína Rb 
(Retinoblastoma protein), que possui uma participação chave em diversos 
processos biológicos, incluindo proliferação celular, diferenciação, senescência e 
apoptose (148), além de atuar na transição da fase G1-S do ciclo celular (149).  
 P16INK4a está localizado no gene 9p21 em humanos, região comumente 
silenciada em alguns tipos de tumores (150). A inativação do p16INK4a foi 
detectada  nos estágios iniciais do desenvolvimento do câncer oral 
(151)
.  Estudos 
mostraram que a expressão dos níveis da proteína p16INK4a está associada ao 
prognóstico ruim de tumores, incluindo câncer de pulmão (152), de câncer cervical 
(153), de próstata  (154)bem como os de cavidade oral (155). Outros pesquisadores, 
por meio de estudos imunoistoquímicos, observaram que a expressão da 
p16INK4a em carcinomas orais e lesões pré-malignas apresentaram resultados 
variáveis, sendo expressos negativamente (156-157) ou positivamente (158-159). 
 O gene P21Waf1/Cip1 outro membro da grande família dos genes de 
supressores tumorais, sintetiza uma proteína capaz de se ligar ao complexo 
ciclina/CDK em resposta a uma agressão ao genoma e cuja ação reside no 
bloqueio da síntese de DNA (160). Alicerçado no seu mecanismo de ação, esta 
proteína é alvo de transcrição do p53 implicada em importantes funções: ciclo 
celular, supressão do tumor e apoptose, principalmente controlado pelo p53. Sua 
ativação leva a parada na fase G1 do ciclo celular por meio de inibição da 
atividade da quinase do complexo quinase ciclina dependente (161).  
 Ademais, a p21Waf/Cip1 atua como fator de transcrição para o gene WAF1 ( 
wild type p53-activated fragment1)  além de codificar a proteína p21
Waf/Cip1 
que 






além de bloquear o ciclo na fase G1 (162). A proteína p21Waf/Cip1  é um inibidor 
essencial da ciclina quinase dependente para o crescimento celular, 
diferenciação e apoptose. Evidências sugerem funções adicionais para a  
p21Waf/Cip1 nos diversos processos celulares, incluindo o papel em vários 
mecanismos que interferem na maquinaria apoptótica (163-164). 
 A proliferação celular é um dos processos biológicos fundamentais para 
manutenção na homeostase tecidual, entretanto, quando o processo encontra-se 
descontrolado, é considerado um dos principais mecanismos envolvidos na 
carcinogênese (165). A proteína Ki67 é uma proteína nuclear que está 
intimamente associada à proliferação das células somáticas e expressa em 
todas as fases do ciclo celular, porém é ausente na fase G0, além disso, está 
envolvida também no controle e no tempo da mitose integrada à rede regulatória 
de proteínas que levam ao ciclo celular (166-167). É durante a mitose, que a 
proteína Ki-67 pode ser identificada; durante a prófase a proteína exibe uma 
marcação suave como se fosse uma “malha fina”, e tal coloração está associada 
à condensação da cromatina. Já na metáfase, uma expressão mais forte é 
observada e apesar de cobrir a superfície cromossômica, na sua totalidade, a 
proteína Ki-67 não está associada à cromatina. Após a desagregação da 
membrana nuclear, uma porção de Ki-67 pode ser detectada no citoplasma. Já 
na fase que compreende tanto a anáfase quanto a telófase, exibindo um padrão 
de expressão tipo granular (168). 
 A fosforilação e desfosforilação da proteina Ki67 in vivo coincidem com o 
trânsito de células na mitose e são controladas pelo complexo-chave regulatório 
ciclina B/CDC2 (166, 169), refletindo a fração total das células proliferativas no 






vários tipos de câncer (170). De acordo com Myoung et al. (2006), a 
imunoexpressão do Ki-67 provou ser significantemente maior em pacientes com 
metástases em linfonodos do pescoço, mostrando-se fator prognóstico 
independente na sobrevivência de pacientes com carcinomas na cavidade oral 
(171). 
 A via da ciclooxigenase é a uma via extensivamente estudada, onde a 
ciclooxigenase é a enzima reguladora chave que atua catalizando a conversão 
do ácido araquidônico para prostaglandina H2 (PGH2) 
(172)
. O ácido araquidônico 
é um ácido graxo com 20 carbonos poli-insaturados distribuídos por toda a 
bicamada lipídica da membrana de todas as células dos mamíferos. Uma vez 
liberado, o ácido araquidônico pode ser metabolizado em 3 vias: a via da 
ciclooxigenase, a via da lipooxigenase e por fim a via do citocromo P-450 (172). 
Existem duas isoformas do Cox, na qual diferem principalmente nos seus 
padrões de expressão. São elas: Cox-1 (também conhecida como PTGS1) e 
Cox-2 (PTGS2). O gene da Cox-1 é considerado um housekeeping, sendo 
expresso de forma constitutiva na maioria dos tecidos do organismo e atua 
mantendo os processos homeostáticos como a secreção da mucosa gástrica 
(173). O gene da Cox-2 tem como característica atuar na resposta inicial e 
imediata que pode ser induzida como resposta a diversos fatores pró-
inflamatórios como, por exemplo, pela ação das citocinas (TNF-α e IL-1-β), pelos 
fatores de crescimento ou ainda, pela estimulação dos lipossacarídeos ou 
ésteres de forbol (173-174). 
 Estudos mostram que os níveis da ciclooxigenase-2 (COX-2) encontram-
se elevados em vários tumores 
(175-177)
. De fato, a regulação da COX-2 é vital 






importante papel no processo da carcinogênese atuando como promotor do 
aumento da proliferação celular, reduzindo a apoptose e interferindo na 
angiogênese (179). Superexpressão do Cox-2 tem sido relacionada com a 
promoção da carcinogênese pela ativação de pró-carcinógenos, estimulando a 
proliferação de células tumorais, inibição da apoptose, indução de 
neoangiogênese e a alteração de moléculas de adesão celular (180). Expressão 
da proteína Cox-2 foi encontrada em cânceres de esôfago (181), estômago (182), 











 O presente estudo teve como objetivo determinar o papel da restrição e 
privação de sono paradoxal perante a carcinogênese bucal quimicamente 
induzida em ratos. Para isto, alguns parâmetros foram avaliados: 
1. Alterações histopatologicas na mucosa bucal; 
2. Expressão das proteínas p53, Bcl-2, Bax, p21Waf/Cip1, p16INK4a, Ki67 e Cox-2 
no epitélio estratificado da língua; 







4. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
4.1.  Animais  
 
 Foram utilizados 60 ratos Wistar machos com 8 semanas de idade e 
aproximadamente 200g, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade 
Federal de São Paulo (CEDEME-UNIFESP). Os animais foram colocados em 
gaiolas de polipropileno, forradas com maravalha branca de pinho autoclavada, 
trocadas de acordo com as normas do laboratório do Departamento 
Psicolobiologia/UNIFESP, onde permaneceram por todo o período do 
experimento, sob condições controladas de temperaturas (22+/- 20°C), umidade 
relativa (55+/-10%), ciclo de luz de 12 horas claro-escuro e exaustão, recebendo 
água de acordo com o delineamento do projeto e ração sem restrição. 
4.2.  Privação de sono paradoxal  ou perda de sono aguda (PSP) 
 
 Os ratos foram submetidos a 96 horas (ou 4 dias) de PSP pelo método 
modificado da plataforma múltipla. O tempo de 96 horas foi escolhido baseado 
em estudos prévios que mostraram alterações significativas no comportamento 
dos animais (104) ocorreram neste período de privação de sono. Os 10 ratos 
foram individualmente colocados em um tanque de água (143x41x30 cm) 
contendo 14 plataformas circulares (cada uma com 6.5 cm em diâmetro) com o 
nível da água a 1 cm da superfície, conforme demonstrado na figura 1. Os ratos 
podiam se mover dentro do tanque pulando de uma plataforma para a outra. 






pelo sono REM fazia os animais caírem da água e assim acordarem. A água do 
tanque era trocada diariamente durante todo o experimento. 
Figura 1: Protocolo de privação e restrição de sono paradoxal – método da 












4.3.  Restrição de Sono (RS) ou perda de sono crônica 
 
 O protocolo de restrição de sono (RS) foi baseado na técnica utilizada 
para as condições de privação de sono crônica (PSP). A diferença no protocolo 
de RS foi que os animais foram mantidos nas plataformas por 18 horas 
(começando as 16:00 hs), com permissão de dormir por 6 horas ( das 10:00 hs 
às 16:00hs ) diariamente por 21 dias, promovendo assim, compensação pela 
perda de sono (106). O intervalo de tempo das 10:00 hs às 16:00 hs foi escolhido 
em função do tempo em que o sono paradoxal é elevado nestes animais (106). Os 
animais do grupo controle foram mantidos em gaiolas na mesma sala onde 
foram realizados os protocolos de PSP nos grupos experimentais.  
4.4.  Administração do agente químico 4 nitroquinolina 1-óxido 
(4NQO) 
 
 O tratamento com o 4NQO (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi 
realizado na dose de 50ppm em água de beber durante todo o período do 
experimento (4 semanas e 12 semanas)(45-46, 70). 
4.5. Delineamento experimental 
 
  A amostra desta pesquisa foi constituída de 60 animais, 









Figura 2: Delineamento experimental para avaliação da atividade moduladora da 
privação do sono durante a carcinogênese bucal quimicamente induzida pela 
4NQO. (A legenda embaixo da foto!!!) 
 
 
 O esquema acima representa o delineamento experimental realizado 
nesta pesquisa utilizando o método da plataforma múltipla modificada (106), 
associado com a indução ao câncer oral, segundo o protocolo já estabelecido (45-
46). Os períodos de 4 semanas e 12 semanas de tratamento correspondem 
respectivamente às fases de iniciação e promoção da carcinogênese. Segundo o  
delineamento ora proposto, os animais foram distribuídos em 6 grupos de 10 
animais, totalizando 60 animais.  Os 3 primeiros grupos (G1,G2 e G3) 
pertencentes ao período de 4 semanas, receberam o agente carcinógeno 4NQO 






2 (G2) corresponde  ao grupo de animais que no 25° dia foram submetidos ao 
protocolo de privação de sono ou perda de sono aguda por 96 horas ou 4 dias 
antes da eutanásia. O grupo 3 (G3) corresponde ao grupo de animais que no 
8°dia entraram em restrição de sono ou perda de sono crônica, correspondente 
aos 21 dias antes da eutanásia.  
 Os 3 grupos restantes (G4,G5 e G6) representam no esquema os animais 
que foram submetidos a 12 semanas de tratamento com o 4NQO. O grupo 4 
(G4) representa o grupo controle, o grupo 5 (G5) representa o grupo de privação 
de sono onde, 3 dias (96 hs) antecedentes à eutanásia, foram submetidos à 
privação de sono paradoxal; já o grupo 6 (G6) corresponde ao grupo que foi 
submetido à restrição de sono paradoxal por 21 dias, entrando no protocolo de 
RS no 64° dia ou 3 semanas antes da eutanásia. 
4.6. Análise macroscópica 
 
 Finalizado o delineamento experimental (4 e 12 semanas), a eutanásia foi 
realizada por decapitação. Em seguida, os animais tiveram sua língua dissecada 
para a macroscopia, no qual 5 línguas dos animais foram cortadas 
longitudinalmente e cada metade foi fixada em formol tamponado à 10% por 24 
horas para posterior processamento histológico. Lâminas com cortes de 5 μm de 
espessura foram destinados para a coloração de H.E. (Hematoxilina e eosina). 
As 5 línguas restantes dos animais foram congeladas a -80ºC para futuras 
análises. 







.  A descrição morfológica das lesões foi feita segundo o protocolo de 
Ribeiro et al. (2005) (46): mucosa normal; hiperplasia e hiperqueratose sem 
displasia epitelial; hiperplasia e hiperqueratose com displasia epitelial. 
 O diagnóstico da mucosa bucal com displasia epitelial seguiu os critérios 
estabelecidos pela OMS (Organização Mundial de Saúde), ou seja: perda da 
polaridade das células basais; presença de mais de uma camada de células com 
aspecto basalóide; aumento do índice núcleo-citoplasma; aumento do número 
de figuras de mitose; pleomorfismo celular; hipercromatismo nuclear; nucléolos 
evidentes; perda ou diminuição da coesão celular; disqueratose; cristas epiteliais 
irregulares; estratificação epitelial irregular; mitoses na porção superficial do 
epitélio e mitoses atípicas. 
4.8.  Análise imunoistoquímica 
 
As reações imunoistoquímicas foram realizadas no laboratório de 
Patologia Molecular do Departamento de Patologia da Escola Paulista de 
Medicina/UNIFESP. 
Para tanto, foi utilizada a técnica de estreptoavidinabiotina-peroxidase e 










Tabela 1 - Titulação e o tempo de incubação dos anticorpos primários utilizados  




















































 Cortes de 4 µm de espessura foram obtidos dos espécimes emblocados 
em parafina e estendidos em lâmina de vidro previamente tratadas com solução 
de 3-aminopropiltrietoxilisano (Sigma St. Louis, MO, USA) e deixadas em estufa 
a 56 ºC por 12 horas. A desparafinização foi realizada em 2 banhos de xilol e 
posterior desidratação em 2 banhos de etanol absoluto e lavadas em água 
corrente. A recuperação antigênica foi realizada com o uso de steamer (panela a 
vapor), em tampão citrato pH 6,0 por 40 minutos, a 90oC deixando-se esfriar à 
temperatura ambiente. Após lavagem em água corrente, realizou-se o bloqueio 
da peroxidase endógena pela amplificação de água oxigenada à 10%, 4 vezes 
por 5 minutos cada, lavando-se em seguida em água corrente.  
 Após este período, a incubação dos anticorpos primários anti- p53, Bax, 
Bcl-2, Cox-2, Ki-67, p21Waf1/Cip1 e p16INK4a  diluídos procedeu-se manualmente  
em solução de BSA à 1% (albumina bovina sérica) em tampão PBS, pH 7,4 
(phosphate buffer solution) em câmara úmida à 4ºC por 24 horas. Após 3 
lavagens em tampão PBS, efetuou-se a incubação com o anticorpo secundário 






câmara úmida, a temperatura ambiente; 3 lavagens em tampão PBS, pH 7,4 e 
incubação com o conjugado streptavidina biotina peroxidase do Kit DAKO LSAB-
HRP (Dako Corporation, EUA), por 30 minutos, câmara úmida e 3 lavagens com 
tampão PBS pH 7,4.  
 Para a revelação, utilizou-se o cromógeno DAB 3,3´- diaminobenzidina 
(Sigma Aldrich Co. EUA) e peróxido de hidrogênio a 1% em tampão PBS, pH 7,4 
por 5 minutos, a temperatura ambiente e lavagem extensiva em água corrente. 
Hematoxilina de Harris foi utilizada para contra coloração.  
 A desidratação foi feita com 3 banhos em etanol absoluto e a diafanização 
em 3 banhos de xilol. Posteriormente, as secções foram montadas com lamínula 
em resina Entellan (Merck – Alemanha).  
 As lâminas foram analisadas em microscópio de luz convencional 
(Olimpus® CH2 – Olimpus Optical Co. Ltd – Japan) sob foco fixo e clareza de 
campo, com aumento final de 400X. Este estudo foi realizado sob forma semi-
quantitativa, para identificar a presença ou ausência de marcação para cada 
anticorpo e seu padrão de expressão. A imunorreatividade foi verificada como 
positiva ou negativa na porção posterior da língua. 
 Foram contadas 1000 células na região considerada “hot spot”, ou seja, 
região posterior dorsal da língua próximo às glândulas salivares menores 
linguais, de acordo com a  metodologia já estabelecida por nosso grupo de 
pesquisa (45-47). 
 A reação foi considerada positiva quando houve coloração castanha e 







4.9. Análise estatística: 
 
 Para detecção das diferenças na expressão dos marcadores, foi feito o 
teste não paramétrico de Kruskall-Wallis e, para individualização, o teste de 
Dunn’s (presente nos artigos publicados e enviados para publicação). Em todas 
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 The aim of this study was to evaluate whether Paradoxal Sleep 
Deprivation could affects the mechanisms and pathways essentials for cancer 
cells in tongue cancer induced by 4-nitroquinole 1-oxide in Wistar rats. For this 
purpose, the animals were distributed into 4 groups of 5 animals each treated 
with 50 ppm 4 NQO solution through their drinking water for 4 and 12 weeks. The 
animals were submitted to paradoxical sleep deprivation (PSD) for 96 hours 
using the modified multiple platform method, which consisted of placing 5 rats in 
a cage (143x41x30 cm) containing 14 circular platforms (6.5 cm in diameter) with 
water 1 cm below the upper surface. The investigations were conducted using 
immunohistochemistry of p53, Bax and Bcl-2 proteins related to apoptosis and its 
pathways. Although no histopathological abnormalities were induced in the 
epithelium after 4 weeks of carcinogen exposure in all groups, in 12 weeks were 
observed pre-neoplasic lesions. Data analysis revealed statistically significant 
differences (p>0.05) in 4 weeks group for p53 and bcl-2 and p53 and Bax after 
only 12 weeks of 4NQO administration. In conclusion, our results reveal that 
sleep deprivation exerted alterations in proteins associated with proliferation and 
apoptosis in carcinogenesis. However, this suggestion should be verified by 
further investigations. 
Key-words: Carcinogenesis, Sleep deprivation, apoptosis 
Introduction 
 Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is the most prevalent pathologic 
type and accounts for over eighty percent of head and neck malignancies (1). 






compared with other cancers of the oral cavity and has a greater propensity for 
lymph node metastasis (2). The majority of the oral cancer patients are diagnosed 
at an advanced clinical stage and the rate of survival has not changed, despite 
advances in the treatment, about 40% of these patients die from uncontrolled 
loco-regional disease alone and 24% show metastases to distant sites (3). Our 
research group, using experimental models, has employed the chronic 
administration of 4NQO in drinking water that stimulates rat tongue 
carcinogenesis in a manner similar to its human counterpart (4-7). This model is 
based on the multi-step process of carcinogenesis, which is characterized by 
initiation, promotion, and tumor progression (5-6, 8-11).  
 Over the past several decades, there has been a trend towards a 
voluntary reduction in sleep time, there was a decrease of about  1.5 h when 
compared to the average sleep duration during the early 20th century (12)). It is 
currently recognized the harmful effects of sleep deprivation (SD) (13). SD disrupts 
vital biological processes necessary for cognitive function and physical health (14). 
Cancer, as we know it, evolves genetic alterations in specific genes (i.e. 
mutations and amplifications) in the DNA, alterations in the operation of cell 
survival mechanisms and/or modifications in the signal transduction pathways 
that regulate these processes appear to make cancer cells exempt from the 
normal constrains of cell proliferation and apoptosis (15-17). Apoptosis is a 
genetically regulated cell death involved in the deletion of cells in normal as well 
as malignant tissues (18). Bcl-2 and Bax are two important effectors genes during 
the apoptosis process, the human Tp53 gene has been reported to be a tumor 
suppressor gene. It is located on human chromosome 17 and rodent 






in cell cycle inhibition, apoptosis and angiogenesis (19). The development, growth 
progression and spread of cancer comprise a complex multistage process that 
involves intricate molecular and biochemical interactions that cause somatic cells 
to depart from their normally differentiated functions in situ and become into 
rapidly proliferating tumors (15). Therefore, we hypothesized that Paradoxal Sleep 
Deprivation (PSD) could affect these mechanisms and pathways essentials for 
cancer cells and analyzed possible connections between carcinogenesis, 
especially in the initiation and promotion phases of the cancer cells and the 
chronic sleep loss. 
Materials and methods 
 
Animals and experimental design 
 
 All experimental protocols involving animals conformed to procedures 
described in the Guiding principles for the use of laboratory animals and the 
studey was approved by The Animal Committee of Paulista Medical School- 
UNIFESP. In total, 20 male Wistar rats (8 weeks old), weighing approximately 
250g were obtained from Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais 
para Medicina e Biologia (CEDEME). The animals were housed in a colony 
maintained at 22°C with a 12:12h light-dark cycle (lights on at 0700h) and 
allowed free access to food and water inside standard polypropylene cages. The 
animals were divided into 4 groups of 5 each and were treated with 50 ppm 








Paradoxical sleep deprivation (PSD) 
 
The animals were submitted to paradoxical sleep deprivation (PSD) for 96 
hours using the modified multiple platform method, which consisted of placing 5 
rats in a cage (143x41x30 cm) containing 14 circular platforms (6.5 cm in 
diameter) with water 1 cm below the upper surface. This method is based on the 




 Rats were randomly distributed into four groups: PSD and home-cage 
groups for 4 weeks and for 12 weeks. These time-points were chosen based on 
our previous studies (Andersen et al., 2003c, 2005b; Zager et al., 2007). Finally, 
the control rats were maintained in separate cages in the same room as the 
experimental rats during PSD and were euthanized on the same day as the other 
groups. By housing all groups in the same room, we controlled for the 
environmental conditions. After residing in the water tanks (PSD groups) or 
home-cages (control groups), rats were brought to an adjacent room and 
decapitated between 0900 h and noon with minimum discomfort. The tongues 
were longitudinally bisected for histopathological and immunohistochemistry  
examinations. The tissues were fixed in 10% buffered formalin ( Merck, 
Darmstadt, Germany), embedded in paraffin blocks and stained with hematoxylin 
and eosin (H.E.; Merck). 
 







 Histopathological evaluation was performed by light microscopy. Analyses 
of the tongue sections were graded as normal, hyperplasia and/or hyperkeratosis 
(acanthosis of the spinous layer and/or increased thickness of the keratin layer), 
dysplasia (cellular changes including basal cell hyperplasia, nuclear 
pleomorphism, hyperchromatism, increased number of mitotic figures) per animal 
according to Ribeiro et al (2008). (22). 
Immunohistochemistry  
 
Serial sections of 4 m deparaffiniezed in xylene and rehydrated in graded 
ethanol, then pretreated in a microwave with 10mM citric acid buffer (pH = 6) for 
3 cycles of 5 min each for antigen retrieval. They were pre-incubated with 0.3% 
hydrogen peroxide in PBS for 5 min for inactivation of endogenous peroxidase 
and then blocked with 5% normal goat serum in PBS for 10 min. The specimens 
were then incubated with either anti-Bcl-2 monoclonal antibody (Santa Cruz, 
Biotechnology, USA) at a concentration of 1:200,  anti-Bax monoclonal antibody 
(Santa Cruz Biotechnology, USA)) at a concentration of 1:100 and anti-p53 
antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA) which is able to detect both wild-type 
and mutant isoforms, at a concentration of 1:100. All incubations were carried out 
overnight at 4C. This was followed by two washes in PBS and  incubation with a 
biotinylated secondary antibody. The sections were washed twice with PBS 
followed by the application of preformed avidin biotin complex (vector 
Technologies, USA) for 45 min. The bound complexes were visualized by the 
application of a 0.05% solution of 3-3-dianimobenzidine solution and 






Quantification of Immunohistochemistry 
Sections stained using immunohistochemistry were analyzed for the 
percentages of immunopositive cells in control and “hot spot” areas. A total of 
1000 epithelial cells were evaluated in 3 to 5 fields at 400X magnification. All 
values were used as labeling indices. This protocol was established in previous 
studies by our group (23). 
Statistical Methods 
Statistical analysis was perfomed by Kruskal-Wallis non-parametric test  
followed by the Dunn’s test using SPSS software pack (version 1.0).  “p” value 
<0.05 was considered for statistic significance. 
Results 
Histopathological evaluation following 4NQO treatment 
 No histopathological changes in epithelial cells were observed in the 
control group after 4 weeks-treatment with 4NQO. The primary histopathological 
change, i.e., hyperplasia and hyperkeratosis with the spinous cell layer gradually 
thickened, was evidenced after 12 weeks-treatment. In this period, epithelial 
dysplasia was also found in mild and moderate forms. The histopathological 
findings are summarized in Table 1.  
Table 1. Incidence of histopathological lesions in tongue of rats in the 4-












Normal Hyperplasia Dysplasia Hyperkeratosis 

























      
* 4NQO – 50 ppm by drinking water 
Immunohistochemistry 
 Immunohistochemical data for bcl-2, bax and p53 are summarized in 
figures 1 to 8. Immunostainning for bcl-2 and p53 markers were detected in the 
cytoplasm and nucleus with a granular pattern. p53 expression was detected 
predominantly in the cytoplasm of the oral mucosa. Although no histological 
changes were induced in the epithelium after 4 weeks of carcinogen exposure, 
bcl-2 and bax were expressed in the superficial layers in control group, while p53 
was expressed in all layers. Bcl-2 was over expressed in superficial layers of 
PSD group. p53 was found in all layers expressed weakly in PSD group. 
Following 12 weeks of carcinogen treatment, rat tongues showed early 
proliferative changes in the epithelium that were characterized by hyperplasia 
and dysplasia. These pre-neoplasic lesions contain high expressivity of bax. 
Control group showed expressivity of bax and bcl-2 especially in superficial 
layers, while p53 was weakly expressed. PSD group, we found p53 
overexpressed especially in cells of tumor islands unlike the control group. Data 






for p53 (p=0.02) and Bcl-2 (p=0.02), after 12 weeks of 4NQO administration 
statistically differences were found only for Bax (p=0.02) and p53 (p=0.04). 
Discussion 
 The present study was undertaken to evaluate the activity of sleep loss 
under acute conditions (PSD) in carcinogenesis of the rat tongue cancer induced 
by 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO). The investigations were conducted using 
immunohistochemistry of p53, Bax and Bcl-2, proteins related to apoptosis and 
its pathways. The major finding of the present study was that PSD could 
modulate the carcinogenesis process.  To the best of our knowledge, this 
approach has not been demonstrated before. 
 An anti-apoptotic protein, bcl-2, prevents activation of caspases and 
apoptotic process, while bax, a pro-apoptotic proteins activates caspases leading 
to cell death (24). In 4 weeks, the number of Bcl-2  positive cells was higher in 
control group when compared to the PSD group. Biswas et al. (2006), found a 
number of Bcl-2 positive neurons significantly lower when compared to Bax, this 
indicates increased damage most likely increased apoptosis, however, this 
research was conducted only in brain cells without any interference of a chemical 
agent as 4NQO. The expression of Bcl-2 oncoprotein may be regarded as a 
biological marker for neoplasic conversion (4). Ribeiro et al. (2005) found similar 
results in 4 and 12 weeks control group, induced by 4 NQO, it seems to be due 
genetic alterations, which may presumably play a critical role in loss of cell 
differentiation in the process of malignant transformation, leading to conclude that 







 The expression of Bax in PSD group increased after 4 weeks of 4NQO 
chronic administration, this results concur with studies performed by Ribeiro et al. 
(2005), indicating a result of homeostatic pathways against the abnormal 
expression of Bcl-2 (5). The expression of Bax in control group was lower after 4 
weeks of 4NQO chronic administration.  Overexpression of Bax has been 
observed to promote apoptosis by increasing the susceptibility to anticancer 
drugs and radiation (25-26). Naidoo et al. (2008) found that the Endoplasmatic 
Reticulum (ER), major part of quality control system from the organism, stress 
response is compromised with aging and that the additional challenge of sleep 
deprivation further exacerbates ER stress and leads to induction of pro-apoptotic 
signaling (27). Montez-Rodrigues et al. (2009) observed that the pre-frontal cortex 
was critically affected by PSD because bax increased and bcl-2/bax ratio was 
diminished. These data support the notion that sleep is important for brain 
functioning as well the interfere in the carcinogenesis process (28-29). 
 P53 tumor suppressor gene not only participates in cell proliferation 
control but also plays a role in deletion of cells with DNA damage induction of 
apoptosis (30-31). Loss of Tp53 tumor suppressor gene function due to mutation 
represents the most common genetic event known in human cancer (32). Several 
works showed p53 expression higher in oral cancers (33-37). It has been well 
documented that alterations of levels of p53 are early events in the development 
of tongue carcinoma. Expression of p53 in tongue squamous cell carcinoma 
induced with 4NQO showed in our control results agreement with studies 
performed using 4 NQO in rats (9, 38-39). Interestingly, in 4 weeks of 4NQO 
administration, a number of p53 positive cells was lower in PSD group than in 12 






carcinogenesis, especially the early phases (40). This abnormal expression of p53 
between these groups could play a role in the development and biological 
behavior of oral neoplasms when associated with sleep disturbances. We 
suggest that this observation will be useful in establishing a connection between 
cancer and sleep deprivation, to define the genetic alterations that could be 
involve in this process. 
Conclusion 
 In conclusion, our results reveal that sleep deprivation exerted alterations 
in proteins associated with proliferation and apoptosis in carcinogenesis, this 
observation have immense and far reaching implications and consequences on 
public health, especially on the night shift workers who often remain awake. This 
study represents a relevant contribution to the evaluation of the importance of 
carcinogenesis since, so far, there is no research demonstrating the relationship 
between the multistep of this process and sleep deprivation. 
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Purpose: The aim of this study was to evaluate whether sleep restriction (SR) 
could affect the mechanisms and pathways essentials for cancer cells in tongue 
cancer induced by 4-nitroquinole 1-oxide in Wistar rats. Methods: the animals 
were distributed into 4 groups of 5 animals each treated with 50 ppm 4 NQO 
solution through their drinking water for 4 and 12 weeks. The animals were 
submitted to chronic sleep deprivation (CSD) for 21 days using the modified 
multiple platform method, which consisted of placing 5 mice in a cage (41x34x16 
cm) containing 10 circular platforms (3.5 cm in diameter) with water 1 cm below 
the upper surface. The investigations were conducted using 
immunohistochemistry of p53, Bax and Bcl-2 proteins related to apoptosis and its 
pathways. Results: Although no histopathological abnormalities were induced in 
the epithelium after 4 weeks of carcinogen exposure in all groups, in 12 weeks 
were observed pre-neoplasic lesions. Data analysis revealed statistically 
significant differences (p<0.05) in 4 weeks group for p53 and for bcl-2. Following 
12 weeks of 4NQO administration, we found significant differences between SR 
and control groups in p53, bax and bcl-2 immunoexpression. Conclusion: Our 
results reveal that sleep restriction exerted alterations in proteins associated with 
proliferation and apoptosis in carcinogenesis.  




 Over the past several decades, there has been a voluntary reduction in 






have been recognized for some time (1). The reduction in average sleep time 
may reflect increased demand for round-the-clock commercial services, 
pressures of work (such as for long distance heavy vehicle-drivers and airline 
pilots), social and family responsibilities, and 24 h access to entertainment 
worldwide (2). There is scientific evidence to support the conclusion that sleep is 
an essential physiological need state that must be satisfied to ensure survival (3-
4). Unlike total sleep deprivation which has been extensively investigated, the 
effects of partial sleep deprivation or sleep restriction (SR) have received less 
scientific attention, even though SR is more prevalent as a result of medical 
conditions and sleep disorders as well as lifestyle (5).  
  Several studies have shown that sleep loss interferes in the apoptosis 
process (6-9). Apoptosis is a genetically regulated process involved in tissue 
regulation, morphogenesis, and elimination of genetically damaged cells (10). 
The abnormal alterations of oncogenes and tumor suppressor genes participating 
in regulation of apoptosis are associated with tumor progression  and 
transformation from the benign to malignant phenotype (11). Oral cancer is the 
11th most frequent cancer in the world, with two-thirds of the cases occurring in 
developing countries (12)  and one of the most common types of tumor in the 
head and neck (38%) with an incidence of 75% in male patients overage 60 
years old, while about 95% of cases are squamous cell carcinomas (SCC) (13). 
 To model this cancer, our research group has employed chronic 
administration of 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) in drinking water to stimulate 
carcinogenesis in the tongues of rodents in a manner similar to the human 
counterpart (14-17). Among the molecular mechanisms involved in 






contribute to the pathogenesis and progression of cancer. Bcl-2 family members 
are apoptotic regulatory proteins and includes both anti-apoptotic (e.g. Bcl-2, Bcl-
X) and pro-apoptotic proteins (e.g. Bax and Bak) which can homo- or 
heterodimerize with one another. The relative proportions of these dimers may 
determine whether or not a cell becomes apoptotic (18-20). P53 tumor 
suppressor gene not only participates in cell proliferation control but also plays a 
role in deletion with DNA damage by apoptosis (21-22).  P53 has been 
suggested to induce apoptosis through regulation of Bax and Bcl-2 gene 
expression (23-24).  
 Recently, Almendros et al. (2012) demonstrated that sleep disorders in 
patients contributed to enhanced melanoma cancer progression (25). Similarly, 
our group demonstrated that sleep loss was able to induce genetic damage in 
blood and brain cells in experimental models (26-28), while acute sleep 
deprivation promoted alterations in apoptosis-related proteins (29) in the tongues 
of  rats exposed to 4NQO. Since DNA damage is an important step in events 
leading to genomic instability, which can later promote the development of 
degenerative diseases such as cancer through multiple pathways, we 
hypothesized that SR may also interfere the carcinogenesis process in rat 
tongue.  
  Thus, the goal of this investigation was to examine whether the SR 
affected the process of apoptosis in tongue mucosa cells of rats during 
carcinogenesis induced by 4NQO phase by phase. In addition, we raise a 
discussion on the possible connections between carcinogenesis and sleep loss in 







Material and methods 
 
Animals and experimental design 
 
 The SR protocol consisted of submitting the rats to the modified multiple 
platform method for 18 h intervals (beginning at 1600 h) over 21 days (SR 
period). After each 18 h sleep deprivation period, the rats were allowed to sleep 
for 6 h (sleep window beginning at 1000 h) (30). 
 Rats were randomly allocated into 4 groups: SR groups and control groups 
(home-cage) for 4 weeks and 12 weeks. The SR groups for 4 and 12 weeks were 
subjected to 21 days of SR protocol. The control rats were maintained in 
separate cages in the same room as the experimental rats during SR and were 
euthanized on the same day. By housing all groups in the same room, we 
controlled for the environmental conditions (Figure 1). 
 After the experimental procedures in water tanks (SR groups) and home-
cages (control groups), rats were brought to an adjacent room and euthanized 
between 0900 h and noon. The tongues were longitudinally dissected for 
histopathological and immunohistochemistry analysis. The tissues were fixed in 
10% buffered formalin (Merck, Darmstadt, Germany), embedded in paraffin 
blocks, and stained with hematoxylin and eosin (H.E.; Merck). 
 
Histopathological analysis  
 Histopathological evaluation was performed by light microscopy by two 
pathologists. Analyses of the tongue sections were graded as normal, 
hyperplasia and/or hyperkeratosis (acanthosis of the spinous layer and/or 






basal cell hyperplasia, nuclear pleomorphism, hyperchromatism, increased 




Serial sections of 4 m were deparaffiniezed in xylene and rehydrated in 
graded ethanol, then pretreated in a microwave with 10mM citric acid buffer (pH 
= 6) for 3 cycles of 5 min each for antigen retrieval. They were pre-incubated with 
0.3% hydrogen peroxide in PBS for 5 min for inactivation of endogenous 
peroxidase and then blocked with 5% normal goat serum in PBS for 10 min. The 
specimens were then incubated with either anti-Bcl-2 monoclonal antibody 
(Santa Cruz, Biotechnology, USA) at a concentration of 1:200 or anti-Bax 
monoclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA)) at a concentration of 
1:100 and anti-p53 antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA) which is able to 
detect both wild-type and mutant isoforms, at a concentration of 1:100. All 
incubations were carried out overnight at 4°C. This was followed by 2 washes in 
PBS and further incubation with a biotinylated secondary antibody. The sections 
were washed twice with PBS followed by the application of preformed avidin 
biotin complex (vector Technologies, USA) for 45 min. The bound complexes 
were visualized by the application of a 0.05% solution of 3-3-dianimobenzidine 
solution and counterstained with hematoxylin. 
 
Quantification of Immunohistochemistry 
 
Sections stained using immunohistochemistry were analyzed for the 






1000 epithelial cells were evaluated in 3 to 5 fields at 400X magnification. All 
values were used as labeling indices. This protocol was established in previous 




Statistical analyses were performed using Kruskal-Wallis non-parametric 
tests followed by the Dunn’s test using SPSS software pack (version 1.0). A p–




Histopathological evaluation following 4NQO treatment 
 
 The histopathological findings are summarized in Table 1. No 
histopathological changes in epithelial cells were observed in the control group 
after 4 weeks of treatment with 4NQO. The primary histopathological change, 
i.e., hyperplasia and hyperkeratosis with the spinous cell layer gradually 
thickened, were evidenced after 12 weeks of treatment. In this period, epithelial 




 Immunohistochemical data for Bcl-2, Bax and p53 are summarized in 
Table 2, 3 and 4. No histological changes were induced in the epithelium after 4 






was found in superficial layers in control group, 4 and 12 weeks of treatment, 
whereas SR groups presented positivity in all layers of epithelium. Bcl-2 (Figure 
3) was detected predominantly in the cytoplasm in all groups. P53 expression 
(Figure 4) in control group 12 weeks was present in the nuclei, while control 
group in 4 weeks and SR groups the positivity can be seen in the cytoplasm.  
Data analysis revealed statistically significant differences (p<0.05) in the 4 
week group for p53 and for bcl-2. Following 12 weeks of 4NQO administration, 





 A range of physiological indices have been found to be altered by reduced 
sleep time (34), although a causal role for reduced sleep duration in adverse 
health outcomes remains unclear (5). Chronic SR has received less experimental 
attention when compared to sleep deprivation research (35).   
  After 4 weeks of 4NQO administration, no histopathological changes in 
epithelial cells were observed in either group (control and SR); however, 
molecular changes were observed; Bcl-2, an anti-apoptotic marker, was found to 
be weakly expressed in the SR group when compared with control group. These 
findings found in control group are in agreement with other studies using the 
carcinogen agent 4NQO, which demonstrated an up-regulation of Bcl-2 in oral 
mucosa cells after 4 weeks of treatment (15). Of note, this is the first study 
showing the expression of apoptosis-related proteins in experimental model 






  In addition, a higher number of cells were positive for Bax  in the SR 
group after 4 weeks of the treatment regimen, indicating increased damage, most 
likely increased apoptosis, after SR. Biswas et al. (2006) found the number of 
Bcl-2-positive neurons lower was lower than the number of Bax-positive cells in 
experimental models using the sleep deprivation method. Thus, some studies 
showed no evidence that sleep deprivation induces necrotic or apoptotic cell loss 
in brain (36). Nevertheless, there was no a chemical agent such as 4NQO used 
to cause changes, which may serve as a mild threat to the brain that does not 
lead to neurodegeneration by itself, but rather prepares the brain for subsequent 
neurotoxic challenges (37). It is possible that SR could induce degenerative 
processes even when the 4NQO is being administered. Our data suggest that the 
Bcl-2 and Bax proteins are highly sensitive to SR in rats induced with 4NQO, but 
their detailed functional actions require further experiments to elucidate. 
 The p53 gene plays an important role in carcinogenesis, especially the 
early phases (38), (39). P53 regulates the activity of various pathway involved in 
cell cycle arrest, DNA repair, and senescence or apoptosis following exposure to 
endogenous or exogenous cellular stresses (40). Interestingly, in tongue 
squamous cell carcinoma induced with 4NQO, animals submitted to SR showed 
a continuous loss of p53 expression. Importantly, the number of p53-positive 
cells in our 12 week control group was in agreement with studies performed 
using 4NQO in rats, once again with no SR involved (41-43). This  expression 
level of p53 was higher when compared to the respective SR group. This 
suggests that SR modulated the activity of p53 during the carcinogenesis 






 Regardless of the etiology, p53 overexpression (which is usually indicative 
of the presence of mutant p53) is also commonly seen in squamous cell 
carcinomas; however, immunohistochemical investigations have shown that p53 
protein accumulation is not always associated with gene mutations and that 
positive assays for the p53 proteins do not necessarily indicate abnormalities in 
its gene sequence (44). We did not find did not find mutations using direct 
sequences analyses of Tp53 exons 5-8 in a previous study of rats submitted to 
4NQO for any of the experimental periods used in the current study (4 and 12 
weeks) (41). This work was performed using only a carcinogen agent; the 
addition of SR is a new concept that must be further explored. 
 Sleep loss experiments may be affected by a number of potentially 
confounding variables, such as stress associated with isolation, movement 
restriction, and muscle fatigue (45-47). There are several techniques well 
described in the literature such as the flowerpot, disk-over method, and multiple 
platform. Our group has used extensively the modified multiple platform method 
(MMP) for over three decades (26, 29, 48-51). Although some studies have 
described changes in the water consumption during sleep deprivation in rats (52-
53),  these data are from of  a different method of sleep deprivation, using the 
disk-over method, which might have distinct responses when compared to the 
method used in the present study. Furthermore, Christie et al. (2010) in a study 
performed with rats sleep deprived demonstrated that neither water consumption 
nor motivation for water reward was altered by exposure to total sleep deprivation 
or sleep fragmentation. The amount of water consumed under both conditions did 
not change as a function of exposure to sleep loss (54). Rechtschaffen et al. 






during the sleep deprivation, however, the same results were found in control 
rats, suggesting that methodological procedures may have been the cause of the 
decreased water consumption (55). Nevertheless, further investigations should 
be carried out to better understand the relation between sleep loss and water 




 Our results revealed that SR altered molecular events during the 
carcinogenesis process. These novel results have immense and far reaching 
implications, considering the fact that the population in all over the world is 
sleeping less and worse than is needed. This study represents a relevant 
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Table 1. Incidence of histopathological lesions in tongue of rats in the 4-






Normal Hyperplasia Dysplasia Hyperkeratosis 

























      






Juliana ou a tabela ou figura, senão duplicara os dados!! 
 
Table 4. Immunoexpression of apoptotic regulary proteins following 
oral carcinogenesis assay and sleep restriction.: 
 
Biomarker Group 
4 weeks 12 weeks 
Average DP p Average DP p 
p53 Control 611,8 160,7 0,029* 851,8 73,4 0,029* 
 









Bcl2 Control 874,0 63,2 0,029* 542,0 72,3 0,029* 
 
SR 613,3 91,0 
 
308,3 45,1 
 Bax Control 867,8 100,1 0,886NS 571,0 40,1 0,029* 
 

























Figure 2.  Photomicrographies showing control and sleep restriction groups after 
4 and 12 weeks treatment. Immunohistochemistry for Bax ( 400x magnification). 












Figure 3. Photomicrographies showing control and sleep restriction groups after 












Figure 4. Photomicrographies showing control and sleep restriction groups after 
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Although sleep occupies approximately a third of the human lifespan, the amount 
of time humans spend awake has increased over the years. This sleep loss has 
been associated with several pathologies and interferes with biological process 
essential for health and quality of life. Oral cancer is one of the most common 
cancer type, causing a high morbidity and mortality rates despite advances in 
treatment. Our research group using experimental model has employed the 
chronic administration of 4NQO that stimulates rat tongue carcinogenesis in a 
manner similar to its human counterpart. The aim of this research was to 
evaluate the modulatory activity of sleep restriction and sleep deprivation in the 
carcinogenesis process using biomarkers related to apoptosis, cell cycle, cell 
proliferation and inflammation through imunohistochemistry in experimental 
model using 4NQO. Although no histopathological abnormalities were induced in 
the epithelium after 4 weeks of carcinogen exposure in all groups, in 12 weeks 
were observed pre-neoplasic lesions. Data analysis revealed statistically 
difference ( p<0.05) in 12 weeks groups for p16INK4a .between SR group and 
control and PSP group and control. Our results revealed that SR and PSP 
interfered in the cell cycle process by the positivity of p16INK4a protein. 












 It is a major consensus that sleep is imperative for life maintenance [1-7].  
The international Agency for Research on Cancer of the World Health 
Organization showed that shift work involving circadian disruption may be 
probably carcinogenic to humans  [8]. Currently, it was demonstrated that a high-
rate intermittent hypoxia mimicking the one experienced by obstructive sleep 
apnoea patients enhances tumour growth [9], also, untreated breast and prostate 
cancer patients were found to show tumor-size dependent depressions of the 
circadian amplitude of circulating melatonin, which was accompanied by parallel 
neuroendocrine disturbances involving particularly prolactin and TSH. Sleep loss 
was able to induce genetic damage in blood and brain cells, especially following 
acute exposure. Since DNA damage is an important step in events leading 
genomic instability [10].   
 Oral cancer is one of the most common cancers and it constitutes a major 
health problem especially in developing countries. It comprehends the sixth most 
common cancer worldwide [11]. Our research group, using experimental models, 
has employed the chronic administration of 4NQO in drinking water that 
stimulates rat tongue carcinogenesis in a manner similar to its human counterpart 
[12-15]. This model is based on the multi-step process of carcinogenesis, which 
is characterized by initiation, promotion, and tumor progression [16,13-14,17-19]. 
Thereby, it is possible to analyze the stages of carcinogenesis and whether sleep 
loss could modulate it or it has no influence during the tumor process. Cancer is 
composed of a heterogeneous cell population that is generated through the 
transformation of normal cells into cancer cells.  Identification of the proteins 






biology and provide important clues for the development of a diagnosis and 
therapy. The molecular biology of head and neck squamous cell carcinoma 
suggests that specific pathways are relevant to the development and progression 
of this disease. For this purpose, our research group has demonstrated in a 
previous study using the apoptosis biomarkers p53, bax and bcl-2 [20]. This 
subsequent study has the purpose to analyze proliferation, inflammation and 
apoptosis biomarkers, such as Ki67, p21Waf1/Cip1, p16INK4a and Cox-2 that may 
contribute to the carcinogenesis process. 
 The Ki67 protein is a nuclear and nucleolar protein which is tightly 
associated with somatic cell proliferation, especially expressed in the G2/M 
phase of the cell cycle and thought to be involved in control and timing of mitosis 
[21]. The phosphorylation and dephosphorylation of the Ki-67 protein in vivo 
coincides with the transit of cells through mitosis and is controlled by the key 
regulatory complex cyclin B/cdc2 [21-22], reflecting the total fraction of 
proliferating cells in a tumor  [23]. 
The mutated p53 protein human being if locates in the nucleus of the cell, 
it has a high degree of functional importance due its highly presents in regions 
conserved duting the evolution of the vertebrates. This protein acts as a factor of 
transcription for gene WAF1 (wild type p53-activated fragment 1). It also codifies 
the protein p21Waf1/Cip1 that inhibits the cyclin dependent of kinases, involved in 
the continuity of the cellular cycle besides blocking the cells in the G1 phase [24]. 
In addition, the p21Waf1/Cip1 protein is a cyclin-dependent kinase inhibitor essential 
for cellular growth, differentiation and apoptosis [25].  Cyclooxygenase -2 (COX-
2) levels have been found to be elevated in various tumours [26-28]. In fact, 






has an important role in carcinogenesis by promoting increased cell proliferation, 
reducing apoptosis and acting in angiogenesis [31]. 
 It has been found that inactivation of p16INK4a seems to be an early stage 
in the development of oral cancer [32]. p16/MTS1 is located on 9p21 in humans, 
a region commonly deleted in many tumour types  [33-34]. As well as gene 
deletion [35-36] and point mutations [37-39]. 
  The main goal of this study was to analyze the influence of sleep loss on 
expression of apoptosis, cell cycle, inflammatory and proliferation proteins such 
as p21Waf1/Cip1, p16INK4a, Ki-67 and Cox-2 following rat tongue carcinogenesis 
induced by 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO). For our best knowledge, there are 
no studies demonstrating this association between sleep loss and the 
carcinogenesis process. 
 
Materials and methods 
 
Animals and experimental design 
 
 All experimental protocols involving animals conformed to procedures 
described in the Guiding principles for the use of laboratory animals and the 
study was approved by The Animal Committee of Paulista Medical School- 
UNIFESP. In total, 30 male Wistar rats (8 weeks old), weighing approximately 
250g were obtained from Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais 
para Medicina e Biologia (CEDEME). The animals were housed in a colony 
maintained at 22°C with a 12:12h light-dark cycle (lights on at 0700h) and 






animals were divided into 4 groups of 5 each and were treated with 50 ppm 
4NQO (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) solution through water intake  and 2 
control groups for 4 and 12 weeks. 
 
Sleep Restriction (SR) 
 
 
 The SR protocol consisted of submitting the rats to the modified multiple 
platform method as described above for 18 h intervals (beginning at 1600 h) over 
21 days (SR period). After each 18 h sleep deprivation period, the rats were 
allowed to sleep for 6 h (sleep window beginning at 1000 h). Throughout the SR 
procedure, rats slept an average of 30–40% of the time, corresponding to 8–9 h 
per day. This time interval (1000 h to 1600 h) was chosen because it is when PS 
attains its highest level, as previously described by our group [40-42,2] 
 
Paradoxical sleep deprivation (PSD) 
 
 The animals were submitted to paradoxical sleep deprivation (PSD) 
for 72 hours using the modified multiple platform method, which consisted of 
placing 5 rats in a cage (143x41x30 cm) containing 10 circular platforms (6.5 cm 
in diameter) with water 1 cm below the upper surface. This method is based on 










 Rats were randomly distributed into 6 groups: SR, PSD and home-cage 
groups for 4 weeks and SR, PSD and home cage groups for 12 weeks following 
4NQO treatment. These time-points were chosen based on our previous studies 
(Andersen et al., 2003c, 2005b; Zager et al., 2007). Finally, the control rats were 
maintained in separate cages in the same room as the experimental rats during 
PSD and were euthanized on the same day as the other groups. By housing all 
groups in the same room, we controlled for the environmental conditions. After 
residing in the water tanks (PSD groups) or home-cages (control groups), rats 
were brought to an adjacent room and euthanized between 0900 h and noon. 
The tongues were longitudinally bisected for histopathological and 
immunohistochemistry  examinations. The tissues were fixed in 10% buffered 
formalin (Merck, Darmstadt, Germany), embedded in paraffin blocks and stained 
with hematoxylin and eosin (H.E.; Merck). 
 
 Histopathological analysis  
 
 Histopathological evaluation was performed by light microscopy. Analysis 
of the tongue sections were graded as normal, hyperplasia and/or hyperkeratosis 
(acanthosis of the spinous layer and/or increased thickness of the keratin layer), 
dysplasia (cellular changes including basal cell hyperplasia, nuclear 
pleomorphism, hyperchromatism, increased number of mitotic figures) per animal 
according to Ribeiro et al (2008) [45]. 
Immunohistochemistry  
 
Serial sections of 4 m depparaffineized in xylene and rehydrated in 






= 6) for 3 cycles of 5 min each for antigen retrieval. They were pre-incubated with 
0.3% hydrogen peroxide in PBS for 5 min for inactivation of endogenous 
peroxidase and then blocked with 5% normal goat serum in PBS for 10 min. The 
specimens were then incubated with either anti-p21Waf1/Cip1 mouse polyclonal 
antibody (Santa Cruz, Biotechnology, USA) at a concentration of 1:200,  anti-
p16INK4a mouse polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA)) at a 
concentration of 1:100, anti-Cox-2 goat polyclonal antibody (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) at concentration of 1:200 and anti- Ki67 goat polyclonal 
antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA). 
All incubations were carried out overnight at 4C. This was followed by two 
washes in PBS and futher incubation with a biotinylated secondary antibody. The 
sections were washed twice with PBS followed by the application of preformed 
avidin biotin complex (vector Technologies, USA) for 45 min. The bound 
complexes were visualized by the application of a 0.05% solution of 3-3-
dianimobenzidine solution and counterstained with hematoxylin. 
Quantification of Immunohistochemistry 
 
Sections stained using immunohistochemistry were analyzed for the 
percentages of immunopositive cells in control and “hot spot” areas. A total of 
1000 epithelial cells were evaluated in 3 to 5 fields at 400X magnification. All 
values were used as labeling indices. This protocol was established in previous 








Statistical analysis was performed by Kruskal Walis non-parametric test  
followed by the Dunn’s test  using SPSS software pack (version 1.02. “p” value 
<0.05 was considered for statistic significance. 
Results 
 
Histopathological evaluation following 4NQO treatment 
 
 No histopathological changes in epithelial cells were observed in the 
control group after 4 weeks-treatment with 4NQO. The primary histopathological 
change, i.e., hyperplasia and hyperkeratosis with the spinous cell layer gradually 
thickened, was evidenced after 12 weeks-treatment. In this period, epithelial 
dysplasia was also found in mild and moderate forms. The histopathological 




 Immunohistochemical data for Ki-67, p21Waf1/Cip1, p16INK4a and Cox-2 are 
summarized in tables 2 and 3. Immunostainning for p53, p21Waf1/Cip1, p16Ink4a, Ki-





 markers were detected in the nucleus. Cox-2 expression 
was detected predominantly in the cytoplasm of the oral mucosa. Although no 
histological changes were induced in the epithelium after 4 weeks of carcinogen 
exposure and sleep loss, Ki-67 was expressed in the basal layer, while p16Ink4a 
and Cox-2 were expressed in all layers of the epithelium and they were present 






expression of positive cells in the sleep restriction group. Following 12 weeks 
of the experiment, rat tongues showed early proliferative changes in the 
epithelium that were characterized by hyperplasia and dysplasia. Control group 
showed weak/medium expressivity of p16INK4a in basal layer while RS group the 
expressivity was demonstrated in the superficial layers. Control, SR and PSP 
groups showed positive cells of Ki-67 marker in basal layer only. Data analysis 
revealed no statistically significant differences (p<0.05) in 4 weeks groups. After 




 The main goal of this study was to continue the evaluation of the activity of 
sleep loss under acute (PSD) and chronic conditions (SR) in carcinogenesis 
process of the rat tongue cancer induced by 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO). In 
this investigation, we used immunohistochemistry analysis of Ki-67, p16INK4a, 
p21Waf1/Cip1 and Cox-2 proteins related to apoptosis/cell cycle, proliferation and 
inflammation process and their pathways. The major finding of the present study 
was that PSD and SR could modulate the carcinogenesis process when 
compared to their controls.  To the best of our knowledge, this approach has not 
been demonstrated before. 
Cell proliferation is one of the most fundamental of biological processes 
because of its role in growth and in the maintenance of tissue homeostasis, 
however, when uncontrolled, it is considered one of the main mechanisms 
involved with oncogenesis [47]. Interestingly, our study has shown that Ki-67 






treatment. In 4 weeks, the expression of ki67 increased on PSP group while the 
number of Ki67 positive cells was lower in SR group when compared to others 
(p<0.05).  In 12 weeks following 4 NQO treatment, the Ki67 positive cells have 
shown an unexpected inversion of cellular positivity in all groups. The Ki-67 
labelling index was demonstrated to be prognostically relevant in various studies.  
Ki-67 is a protein not only associated with, but integrated into, the regulatory 
protein network that drives the cell division cycle. Several published articles 
include data showing biphasic responses of cells or organisms to chemicals or 
changing environmental conditions [48]. The exposure to certain levels of types 
of hermetic agents might protect cells/organisms against more than one type of 
stress (Mattson, 2009). Is our case, the results clearly showed molecular 
changes during the whole carcinogenesis process in addition to submission of 
sleep loss in the same time.  
p21Waf1/Cip1 is a p53 transcription target implicated in both major functions 
of the tumor suppressor- cell cycle arrest and apoptosis and mainly controlled by 
p53 and its activation leads to G1-phase arrest of cell cycle by inhibiting the 
kinase activity of ciclin dependent kinase complexes regulating cell-cycle 
progression [49]. In response to p53 activation due DNA damage, cells usually 
can undergo to cell-cycle arrest or even apoptosis depending of the damage 
extension and other unknown factors [50]. Some evidence suggests additional 
functions for p21Waf1/Cip1 in diverse cellular processes including a role in several 
mechanisms that interferes with the apoptotic machinery [51]. Our results 
showed a week expression of p21Waf1/Cip1 protein in all groups studied. Several 
studies have shown that p21Waf1/Cip1 polymorphisms may affects protein 






. Interesting, our results showed that p21Waf1/Cip1 was negative in all cases 
(100%), contradicting the findings of some authors ([54-56]).  It is possible that 
there is two pathways to induce the protein p21Waf1/Cip1, the first one is p53-
dependent, activated when DNA damage occurs, second is when the p53 
independent pathway actives mitogens to enter the cell cycle, thus causing cell 
proliferation caused by p53 independent pathway. It is consistent that several 
studies reports different kinds of p21Waf1/Cip1 behaviors, trivial reasons accounting 
for the wide dispersion of the findings about this protein that might include 
differences in methods, cutpoints, patients populations or specially the 
redundancy of molecular pathways that regulate p21Waf1/Cip1, the same status can 
actually results from a number of cellular conditions and genotypes, taking to a 
large spectrum of clinical outcomes, because of that, we believe p21Waf1/Cip1 is not 
a useful tool for a prognostic factor for ESCC [54-56]. 
 The p16INK4a is one of the most extensively studied proteins in the past 
decades because of its critical role in cell cycle progression, cellular senescence 
and development of human cancers [57-60]. It was originally identified as a tumor 
suppressor gene because frequently mutated in melanomas, has been shown to 
be involved in a broad range of tumors (Kim et al., 2001).  Interestingly, ours 
results have demonstrated a abnormal p16 INK4a expression, in 4 weeks the sleep 
loss groups have shown a higher expression of positive cells while in 12 weeks, 
SR and SD groups this expression maintain low positivity when compared to 
SR/SD 4 weeks groups, therefore, the control group shown in 4 weeks p16INK4a 
positive cells lower when compared to 12 weeks control group. It becomes clear 
that sleep loss had an influence in all groups and this is the first time that this 






induction. Some studies has demonstrated that the overexpression of p16INK4a at 
proteins levels is also associated with poor prognosis for cancers, including 
neuroblastoma, cervical, ovarian and breast cancer, prostate tumors and also 
oral cancers [61].  It was recently published that a lack of expression of p16INK4a 
expression, perhaps associated with reduced response of tumors to a specific 
drug treatment, they believe that is possibly as a result of the acquisition of 
cancer stem cell-like properties [62].  In our study, it might be a possibility that 
sleep loss could stimulate these same properties due its low positivity cells in 12 
weeks when compared to 4 weeks group. Nevertheless, further studies must be 
provided to elucidate this question. Furthermore, the physiological upregulation 
and down regulation of p16INK4a in human cancers is subject to the coordination 
and summation of well-known  genetic alterations of p16 and activation of 
aforementioned oncogenes as well as changes in related tumor suppressors [63]. 
Although genetic inactivation of p16INK4a has been established as a landmark 
during epithelial cancer progression, it remains to be elucidated whether this 
event occurs at the earliest, initiating stages of carcinogenesis [64-66]. 
 Cycloxigenase-2 (Cox-2) is also formally called prostraglandin H2 
synthase-2 (PGHS-2) [67]. Several authors have described prostraglandins as an 
important role in the development and progression of many cancers [68-72]. It 
was found a overexpression of Cox-2 in various neoplasms, such as prostate, 
colorectal, lung, esophagus, thyreoid, pancreas, breast and urinary bladder [73-
81]. Our results showed an overexpression of Cox-2 in all groups, no statistic 
significance was found. This research seems to corroborate with another studies 
that shows increased Cox-2 protein expression in oral cancer [82-85]. The role of 






by sleep loss are unknown. Palma et al (2009) showed that sleep deprivation 
causes a sustained increase in body temperature and found that SD-induced 
hyperthermia was not affected by Cox-2 inhibition using the water platform 
method [86], however, it was not observed increased of Cox-2 protein expression 
in the gastric mucosa of rats submitted to SD what suggests a possible 
posttranscriptional down-regulation of Cox-2, contributing little to the 
prostraglandin production in SD rats [87].  
 In conclusion, it is clear that the effects and mechanisms of oral cancer 
induced by 4NQO in rats submitted to sleep loss have not yet been elucidated 
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Figure 1 (A,B,C,D,E and F): Immunohistochemistry for p16INK4a: 
Immunoexpression for p16INK4a being 1A, 1B and 1C  for 4 weeks groups, control, 
sleep restriction and sleep deprivation, respectively. 12 weeks groups are 
represented by figures 1D, 1E and 1F, control, sleep restriction and sleep 
deprivation respectively. Note a decrease of p16INK4a in sleep restriction and 
sleep deprivation when compared to SR and PSD of 4 weeks groups.  Figure 17 
(G,H,I,J,K and L): Immunohistochemistry for p21waf/cip1: Immunoexpression for 
p21waf/cip1 being 1G, 1H and 1I, groups control, SR and PSD respectively of 4 
weeks of treatment with 4NQO. Figures 1J, 1K and 1L groups of 12 weeks of 
treatment where 1J is control group, 1K SR and 1L PSD groups. No statistical 
difference was found in all groups.  
Figure 2 (A,B,C,D,E and F): Immunohistochemistry for Ki-67. Immunoexpression 
of Ki-67 were observed in all groups. 2A, 2B and 2C being control, SR and PSD 
groups of 4 weeks of treatment with 4NQO, respectively. 2D, 2E and 2F are 12 
weeks groups, where, 2E and 2F are SR and PSD groups, respectively, and,  2D 
the control group. It was found no significant difference between these groups. 
Figure 2 (G,H,I,J,K and L): Immunohistochemistry for Cox-2. Immunoexpression 
were showed in all groups. 18G, 18H and 18I are groups of 4 weeks of treatment, 
being 2G the control group, 2H SR group and 2I PSD group. Figures 2J, 2K and 
2L are, respectively, control group, SR and PSD groups of 12 weeks of treatment 
with 4NQO. No statistical difference was found between these groups. 







Table 1. Incidence of histopathological lesions in tongue of rats in the 4-nitroquinoline 1-






Normal Hyperplasia Dysplasia Hyperkeratosis 
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Table 2. Immunoexpresssion of cell cycle regulatory proteins following oral 
carcinogenesis and sleep restriction of Wistar rats. 
Biomarker Group 
4 weeks 12 weeks 
Average SD p Average DP p 
p21 Control 0,0 0,0 NSA 21,8 43,5 0,686NS 
 
SR 0,0 0,0 
 
0,0 0,0 
 p16 Control 431,3 199,1 0,114NS 585,8 142,2 0,029* 
 
SR 732,8 164,6 
 
199,3 9,1 
 KI67 Control 353,0 257,1 0,200NS 203,8 142,0 0,114NS 
 
SR 162,3 129,0 
 
402,0 182,4 
 Cox Control 882,3 155,1 0,486NS 749,0 165,1 0,114NS 
 
SR 639,0 444,0 
 
915,8 98,6 























Table 3. Comparison Control X PSP groups:  
Biomarker Grupo 
4 weeks 12 weeks 
Average SD p Average DP p 
p21 Control 0,0 0,0 NSA 21,8 43,5 0,200NS 
 
PSD 0,0 0,0 
 
452,5 516,8 
 p16 Control 431,3 199,1 0,486NS 585,8 142,2 0,029* 
 
PSD 555,0 258,3 
 
183,3 116,8 
 KI67 Control 353,0 257,1 0,200NS 203,8 142,0 0,686NS 
 
PSD 500,0 108,7 
 
275,8 111,0 
 Cox Control 882,3 155,1 0,486NS 749,0 165,1 0,486NS 
 
PSD 817,0 74,3 
 
555,5 348,5 
 SD – stardand deviation; NSA – no statistics aplication; ns – no significant;; * significant: p≤0,05; ** 








































































5.5. Artigo n°5: aceito para publicação durante o Doutorado sanduíche 




















































 Atualmente, não há mais dúvidas de que a privação de sono na qual o ser 
humano vem se submetendo nas últimas décadas por diversas razões sociais e 
comportamentais trouxe inúmeros prejuízos na qualidade de vida (13, 17, 82, 94, 101, 
188). Com isso, vem crescendo, nos últimos anos, o interesse dos pesquisadores 
em analisar os efeitos da perda de sono em doenças crônico-degenerativas (17, 
112, 189-190) dentre elas o câncer (82, 120, 191). No entanto, não há pesquisas que 
associem os efeitos da perda do sono no processo da carcinogênese do seu 
início até a sua manifestação. Desta maneira, nossa pesquisa teve como 
objetivo investigar se a perda do sono pode interferir ou alterar o processo da 
carcinogênese bucal induzida pela 4NQO em ratos Wistar.  
 Nas últimas décadas, o câncer ganhou projeções consideráveis, 
convertendo-se em um problema de saúde pública mundial (2). A carcinogênese 
oral é um complexo processo multifatorial que ocorre quando o epitélio 
escamoso é afetado por vários tipos de alterações genéticas e o seu dano 
permanente associado à proliferação desordenada (192). Para isso, o genoma é 
constantemente desafiado por produtos metabólicos internos e fatores externos 
que podem alterar a sua estrutura química levando as células a ativar várias vias 
de sinalização que estão envolvidas para responder a estes desafios e assim 
manter a integridade genômica (193).  Pesquisas do nosso grupo mostraram que 
a PS foi capaz de induzir danos genéticos em células sanguíneas, do fígado e 
neuronais (23-24, 194), sugerindo que a perda de sono pode ser um fator 






  Nesta pesquisa, avaliamos alguns biomarcadores e levantarmos a 
discussão sobre a influência da perda de sono no câncer, em particular, no 
câncer de língua induzido pelo 4NQO. As investigações foram conduzidas 
utilizando a imunoistoquímica para expressão de proteínas relacionada ao 
processo de apoptose e do ciclo celular (p53, Bax, Bcl-2, p16INK4a e p21Waf1/Cip1, 
proliferação (Ki-67) e inflamação (Cox-2) associada à privação e à restrição de 
sono segundo a metodologia descrita por Sucheki et al. (1998) (187). 
 Apoptose é um processo crítico para a homeostase celular e a 
desregulação desse processo pode ser um fator colaborador em vários tipos de 
doenças tais como o câncer, doenças auto-imunes, e neurodegenerativas. Na 
carcinogênese pode ocorrer alterações na apoptose levando à inativação de 
genes pró-apoptóticos e, em contrapartida, aumentando os níveis de produtos 
dos genes anti-apoptóticos, dando a células neoplásicas a oportunidade de 
crescimento descontrolado (195). Dentre tais proteínas, estão as proteínas da 
família Bcl-2. A proteína anti-apoptótica Bcl-2 previne a ativação das caspases e 
da apoptose celular, enquanto Bax, uma proteína pró-apoptótica da família Bcl-2 
ativa as caspases levando à morte da célula. No nosso estudo, no período de 4 
semanas, o número de células positivas para Bcl-2 foi maior no grupo controle 
do que nos grupos de restrição e privação de sono. Já a proteína Bax foi 
superexpressa em todos os grupos do período de 4 semanas de tratamento, 
mostrando marcações diferentes na 12a semana. Biswas et al. (2006), 
analisando os efeitos da privação de sono REM na degeneração celular e 
alterações nos marcadores apoptóticos em cérebro de ratos Wistar, encontraram 
um número de neurônios com expressão positiva para Bcl-2 significativamente 






aumento no dano celular com a ativação da apoptose (13). Contudo, esta 
pesquisa foi conduzida apenas em células neurais sem nenhuma interferência 
de um agente químico como o 4NQO.  
 Quando somente o agente cancerígeno químico foi empregado, nossos 
resultados corroboram com o estudo utilizando a mesma droga para o grupo 
controle nos períodos de 4 e 12 semanas de tratamento, mostrando uma super 
expressão do Bcl-2 nas células da mucosa oral no grupo de 4 semanas (46). 
 Na 12a semana, todos os grupos mostraram uma diminuição na 
positividade de células para Bcl-2. Estudos anteriores mostraram expressão da 
proteína Bcl-2 positiva em carcinomas de nasofaringe, pulmão, cólon, próstata, 
estomago e esôfago (140, 181, 196-198). A expressão da oncoproteína Bcl-2 pode ser 
considerada como um marcador biológico para a conversão neoplásica e estar 
associada ao prognóstico ruim, agressividade do tumor e metástase (133). 
Interessantemente, após 12 semanas, a expressão de Bax no grupo controle foi 
menor após a administração de 4NQO quando comparada com os demais 
grupos.  Estudos in vivo mostraram que a supressão da apoptose é uma 
característica da promoção tumoral, em modelo animal de câncer do fígado, a 
formação de focos neoplásicos pode ser significantemente elevada se os 
animais forem tratados com uma dose inicial do agente cancerígeno com um 
promotor tumoral, no caso, fenobarbital (199-200). A inibição da apoptose pode 
contribuir para a sobrevivência da células danificadas bem como na progressão 
do tumor (201). Em nossa pesquisa, para os grupos onde houve a interferência da 
perda de sono, houve uma alteração significativa para expressão de Bax tanto 
no grupo de PSP quanto no de RS no período de 12 semanas de tratamento, 






que no retículo endoplasmático (RE), a resposta ao estresse está alterada com a 
idade e quando associada à privação de sono aumenta o estresse levando à 
indução da sinalização pró-apoptótica (202). O retículo endoplasmático é uma 
rede membranosa que se estende através do citoplasma e é contíguo com o 
envelope nuclear. Ele é uma organela chave para a secreção de proteína, tendo 
um papel fundamental em passos que incluem o dobramento, as modificações 
pós-transducionais e a formação de complexos proteicos. Aproximadamente um 
terço de todas as proteínas celulares é translocado para dentro do lúmen do RE 
e este deve assegurar que as proteínas sejam sintetizadas corretamente (203). 
 Perturbações, que possam alterar a homeostase do RE, podem, no 
entanto, romper a sua estrutura e levar ao acúmulo de proteínas mal “dobradas” 
que são essenciais para a sobrevivência celular. Estas perturbações incluem 
distúrbios na homeostase do cálcio, do sistema redox, na síntese de proteínas e 
na metabolização da glicose. Como conseqüência, a célula cria uma resposta 
adaptativa coordenada para evitar o acúmulo dessas proteínas no RE. Esta via 
de sinalização é denominada resposta ao estresse do RE ou unfolded protein 
response (UPR) (204-205). Essa via dispara mecanismos de proteção ao estresse 
que, em longo prazo, leva a uma reposta adaptativa ineficaz e, por conseguinte, 
a apoptose (206).  
 O estresse causado pela perda de sono pode explicar as alterações 
causadas nas proteínas Bcl-2 e Bax estudadas nesta pesquisa. Tal questão nos 
leva à pergunta: pode haver uma associação lógica entre a carcinogênese, 
privação de sono e o estresse oxidativo? O estresse parece ser um importante 
fator em inúmeras doenças. Nossa hipótese claramente mostra a possível 






moléculas nos estados da perda do sono, sugerindo que o estresse oxidativo 
pode ser um fator crucial em ambos os processos. Contudo, os efeitos causais 
entre a perda do sono e o câncer permanecem ainda a serem elucidados. 
 O gene supressor de tumor TP53 não apenas participa do controle da 
proliferação celular, mas também possui um papel importante na deleção de 
células com o DNA danificado por meio da apoptose (70). A perda de função 
deste gene devido a alguma mutação representa o evento genético mais comum 
em lesões orais pré-malignas e malignas 
(70, 207)
. A expressão da p53 foi 
identificada em 60% de carcinomas de laringe (208), 27% a 61% em câncer de 
língua (209). 
 Em lesões displásicas orais pré-malignas, 46% das lesões tiveram 
mutações e cerca de 20% tiveram uma superexpressão da p53 (210). Logo, nosso 
estudo mostrou concordância da expressão da proteína p53 do grupo controle 
com outros estudos do nosso grupo de pesquisa que utilizaram a indução do 
câncer na língua a partir da 4NQO (70). No grupo PSP, a expressão foi menor na 
4a semana de tratamento quando comparado com os demais grupos. Assim, 
alterações moleculares ocorreram no decorrer das semanas nesse grupo 
quando comparado com o controle. É possível que a expressão da p53, nos 
grupos estudados, esteja envolvida no desenvolvimento e no comportamento 
biológico das neoplasias orais quando associado ou não com distúrbios do sono. 
Isso pode ser visto nos grupos de 12 semanas de tratamento, onde o grupo de 
restrição de sono teve sua expressão diminuída enquanto no grupo de privação 
de sono sua expressão foi significativamente maior. Artamokhina et al. (2011) 
mostraram níveis de p53 elevados após privação de sono  no hipotálamo do 






houve uma participação do p53 na regulação da atividade no hipotálamo, 
mudando o ciclo vigília-sono (211). 
 Apesar dos vários estudos sobre a perda de sono, a privação crônica do 
sono (RS) é ainda pouco estudada, atenção maior é dada para a privação aguda 
(PSP). A restrição crônica do sono (RS) mimetiza mais precisamente as 
atividades diárias, uma vez que a RS ocorre mais frequentemente no dia-a-dia 
da população, devido a condições médicas, distúrbios do sono, excesso de 
trabalho, responsabilidades sociais e estilo de vida 
(94)
. 
 Estudos recentes revelaram que dias seguidos de restrição crônica do 
sono (RS), ou seja, vários dias seguidos sem dormir adequadamente, abaixo 
das 7 horas por noite, induz disfunção distúrbio-cognitiva que se acumula a 
níveis comparáveis àqueles encontrados na privação aguda de sono paradoxal 
(PSP)(94-95). Entretanto, é documentado na literatura que conseqüências 
fisiológicas, endócrinas e imunológicas destes dois tipos de estados de perda de 
sono possuem resultados diferentes(94, 212). Isto nos leva a entender os diferentes 
resultados entre os grupos de restrição e privação do sono desta pesquisa nos 
grupos de tratamento com 4NQO nos tempos de 4 e 12 semanas. Qualquer que 
seja a etiologia, a superexpressão da proteína p53 é comumente vista em 
carcinomas de células escamosas. Contudo, investigações imunoistoquímicas 
mostraram que o acúmulo da proteína p53 nem sempre está associada com 
mutações do gene (213). 
 Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, não foi 
encontrado mutações pela análise direta da sequência de exons 5-8 do TP53 






ratos foram somente submetidos à ação do agente carcinógeno 4NQO e que a 
adição do modelos de privação e de restrição de sono é um novo conceito que 
precisa ser explorado. 
 p21
Waf1/Cip1 
é um alvo de transcrição da p53 envolvido em importantes 
funções de supressão do tumor: interrupção do ciclo celular e apoptose (214). Em 
resposta à ativação do TP53 em função de danos no DNA, as células 
normalmente podem sofrer pausa no ciclo celular ou ainda, apoptose e tais 
medidas irão depender da extensão do dano além de outros fatores ainda 
desconhecidos (132). Nossa pesquisa mostrou nos resultados nula ou baixa 
expressividade da proteína p21Waf1/Cip1  nos grupos analisados, contrariando os 
resultados encontrados em carcinomas orais por outros autores (215-217). 
Pesquisas anteriores mostraram que polimorfismos do p21Waf1/Cip1 podem afetar 
a expressão e a atividade da proteína, além de uma participação na 
susceptibilidade ao câncer (218-219).  
 É possível que haja duas vias para induzir a expressão da proteína 
p21Waf1/Cip1 , a primeira  consiste da dependência da p53, a segunda, quando 
independente da p53 ativa mitógenos para entrar no ciclo celular, causando 
assim, proliferação celular (215-217).  Estudos reportam diferentes níveis de 
expressões para o comportamento do p21Waf1/Cip1 (220-221), com o uso de 
diferentes métodos, valores de corte, população escolhida e ainda, 
especialmente a redundância das vias moleculares que o regulam. (215-217). 
 Foi proposto que a proteína p16INK4a atua como marcador para 
transformação maligna da mucosa oral (151, 156) e diferentes expressões foram 
documentadas(156-159). Marcações tanto nucleares quanto citoplasmáticas 






 O grupo controle mostrou positividade para a proteína p16INK4a na 4ª 
semana de tratamento com aumento de células positivas no grupo da 12a 
semana. Sabe-se que a regulação da expressão da proteína p16INK4a em 
cânceres humanos está sujeita à coordenação de diversas alterações bem 
conhecidas (223). Queiroz et al. (2010) encontraram uma positividade irregular 
para a p16INK4a em carcinoma oral escamoso (224). Outros autores encontraram 
expressão para a p16INK4a com resultados variáveis, que estão entre a baixa 
expressão (149, 156) da proteína à sua alta expressão (158-159). Mutações no gene 
p16INK4a têm sido detectadas com frequência em carcinomas orais (225). A 
hipermetilação leva à inativação de genes supressores tumorais tais como o 
p16INK4a, Zeidler et al. (2004) mostraram que esta inativação encontra-se 
presente em eventos iniciais em cânceres de cabeça e pescoço (226).  
 Nossa pesquisa mostrou significância estatística quando os grupos RS e 
PSP foram comparados com o grupo controle na 12a semana de tratamento com 
o 4NQO. Alta positividade foi encontrada no grupo de RS/ 4 semanas diminuindo 
sua expressão no grupo da 12a semana, o contrário foi observado no grupo 
controle. A expressão elevada de p16INK4a induzida tanto por oncogenes como 
danos ao DNA ou envelhecimento podem ativar e acelerar a senescência celular 
(145-147). Tais mudanças bioquímicas e morfológicas que ocorrem durante a 
senescência celular, em organelas como mitocôndria, retículo endoplasmático e 
lisossomos podem resultar na inibição de vias proteossomais e lisossomais 
levando ao estresse oxidativo (145). Uma delas, a via de sinalização unfolded 
protein response (UPR) no retículo endoplamático pode ser ativada nessas 
condições de estresse/senescência (206, 227) que ativa uma resposta de proteção 






esse estresse do retículo endoplasmático (202), levando-nos a questionar o papel 
do estresse oxidativo nessas condições, podendo explicar as diferentes 
expressões das proteínas associadas ao ciclo celular e apoptose nos grupos de 
RS e PSP. 
 A mensuração proliferativa de lesões das mais variadas naturezas 
representa uma peça chave no processo cancerígeno (228). Diversas técnicas 
têm sido propostas para quantificar a proliferação celular em roedores e seres 
humanos, incluindo técnicas de imunoistoquímica. De todos os disponíveis para 
essa finalidade na atualidade, a proteína Ki-67 é favorecida pela simplicidade de 
execução e pela identificação precisa de células nas fases finais do ciclo celular 
(G1-M). Desta maneira, revela informações potencialmente críticas sobre o 
efeito do agente químico nas populações de células proliferantes (229). 
 Ki-67 tem sido utilizado em estudos com o propósito de investigar a 
atividade proliferativa em diferentes órgãos como o pulmão, cérebro, próstata e 
mucosa bucal (230). Elevados índices da expressão de Ki-67 em carcinomas 
espinocelulares orais têm sido correlacionados com a progressão da doença e 
mau prognóstico (231). Nosso estudo mostrou que o Ki-67 não obteve diferença 
estatisticamente significativa. Tunga et al. (2005), em um estudo realizado em 
ratos Spargue-Dawley submetidos à privação de sono por 48 horas, mostraram 
que a privação de sono exerceu um efeito supressor potente na proliferação de 
células neurais do rato e que esta supressão não mostrou evidência de 
recuperação a níveis normais mesmo após período de 8 horas de sono após a 
privação (232). Tais resultados corroboram o resultado encontrado no grupo de 






associação desta técnica com o uso de agente carcinógeno, bem como não 
foram realizados estudos com a técnica de RS em modelos experimentais.   
 Ciclooxigenase-2 (COX-2) é formalmente denominada prostaglandina H2 
sintase-2 (PGHS-2) (233). Vários autores descreveram a prostaglandina como 
uma importante enzima no desenvolvimento e progressão de muitos cânceres 
(179, 234-235). A expressão imunoistoquímica da Cox-2 foi observada em diversos 
tumores como o da próstata (236), cólon (237), esôfago (238), tireoide (239), pâncreas 
(240), mama (183) e bexiga (241). Além disso, diversas pesquisas mostraram a 
participação da privação do sono no processo inflamatório (242-244). 
 Nosso estudo mostrou que a superexpressão da proteína Cox-2 foi 
encontrada em todos os grupos durante a 4a semana de experimento, com leve 
diminuição na expressão na 12a semana de tratamento nos grupos de PSP, 
porém sem nenhuma significância estatística. Os resultados parecem corroborar 
com outros encontrados em tumores de cabeça e pescoço (176, 245). 
 Em câncer de intestino onde a Cox-2 é intensamente explorada, 
encontrou-se alta expressividade da proteína em diversos estudos, sugerindo 
que Cox-2 pode estar envolvida na carcinogênese colo-retal (246-248). Romero et 
al. (2008) encontraram células positivas para Cox-2 em amostras de pacientes 
com Doença de Crohn (249), que possuem alto risco de desenvolvimento do 
câncer de cólon (250). 
 Pesquisadores encontraram expressão significativa da Cox-2 em 
pacientes com câncer oral quando comparados com o controle de pacientes 
sadios o que sugere um papel importante dos receptores da Cox-2 na 






 Cumpre ressaltar que pesquisas relativas à participação da proteína Cox-
2 em modelos experimentais de câncer oral induzidos pelo 4NQO associado à 
perda de sono, até agora, era desconhecida.  
 O resultado deste estudo utilizando o 4NQO como agente químico para a 
indução do câncer de língua associado à metodologia de privação e restrição de 
sono em ratos Wistar é pioneiro e a utilização dos biomarcadores para iniciar a 
investigação do comportamento das células neoplásicas contribuiu para 
iniciarmos a discussão sobre a possível associação entre o desenvolvimento do 
câncer e a perda de sono. Sem dúvida, este estudo levantou questões 
pertinentes e que, seja a privação ou a restrição de sono, houve alterações nas 
expressões dos biomarcadores e que a perda de sono interferiu de alguma 
maneira no processo da carcinogênese. Na sociedade em que vivemos, dormir 
menos e sem qualidade tornaram-se parte do dia-a-dia de grande parte da 
população mundial e, com isso, abre-se um leque de análises e questões que 
precisam ser investigadas para que possamos nos conscientizar da importância 
de uma boa noite de sono. 
 Não obstante, os efeitos e mecanismos do câncer oral induzido pelo 
agente carcinógeno 4NQO em ratos submetidos à perda de sono não foram 
ainda esclarecidos em sua totalidade e muitas perguntas permanecem sem 
respostas. Tais indagações motivam-nos a continuar este interessante estudo e, 
sem dúvida, futuras investigações a respeito do comportamento celular serão 











 Com base na análise dos resultados e de acordo com a revisão de 
literatura realizada, pode-se sugerir que: 
 
1- Tanto a RS quanto a PSP não agravaram de forma significativa as 
alterações morfológicas do epitélio escamoso oral quando comparadas ao 
grupo controle; 
2- A RS interferiu na apoptose durante a carcinogênese bucal por meio do 
aumento da expressão da proteína p53 e da proteína Bax. A RS interferiu 
no ciclo celular na fase de promoção da carcinogênese por meio da 
expressividade positiva da p16INK4a ; 
3- A PSP desregulou o processo apoptótico por meio do aumento da 
expressão da proteína Bax e da proteína p53 e interferiu no ciclo celular 
na fase de promoção da carcinogênese por meio da expressividade 
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 Although sleep occupies approximately a third of the human lifespan, the 
amount of time humans spend awake has increased over the years. This sleep 
loss has been associated with several pathologies and interferes with biological 
process essential for health and quality of life. Oral cancer is one of the most 
common cancer type, causing a high morbidity and mortality rates despite 
advances in treatment. Our research group using experimental model has 
employed the chronic administration of 4NQO that stimulates rat tongue 
carcinogenesis in a manner similar to its human counterpart. The aim of this 
research was to evaluate the modulatory activity of sleep restriction and sleep 
deprivation in the carcinogenesis process using biomarkers related to apoptosis, 
cell cycle, cell proliferation and inflammation through imunohistochemistry in 
experimental model using 4NQO. Our results showed that sleep loss induced 
alterations in the expression of proteins when compared to control group.  
Key words: carcinogenesis, sleep deprivation, sleep restriction 
  
 
 
 
 
137 
 
 
